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1. Enfermedad de Lafora 
La enfermedad de Lafora (LD; OMIM 254780, ORPHA501) es una epilepsia 
mioclónica progresiva de herencia autosómica recesiva, descrita por primera vez 
por el neurólogo español Gonzalo Rodríguez Lafora en 1911 [1]. Los primeros 
síntomas aparecen durante la adolescencia, en forma de crisis epilépticas, 
seguidos de demencia progresiva, psicosis y pérdida visual. En apenas diez años 
desde la manifestación de la enfermedad, se produce una degeneración del 
sistema nervioso central y finalmente el paciente entra en un estado vegetativo 
que lleva a la muerte del individuo por fallo respiratorio. Dada su baja 
prevalencia, de alrededor de cuatro casos por millón de habitantes, está 
considerada una enfermedad rara [2-5].  
Una de las alteraciones más características de la enfermedad es la presencia 
de acúmulos intracelulares de poliglucosanos en diversos tejidos. Estos 
acúmulos, denominados “cuerpos de Lafora” (Lafora Bodies, LB) se pueden 
encontrar en piel, hígado, músculo cardíaco y esquelético, riñón y retina, así 
como en cerebro, donde fueron descritos inicialmente [6]. Los cuerpos de Lafora 
están formados principalmente por unidades de glucosa unidas por enlaces 
glicosídicos tipo α-1-4 con ramificaciones en α-1-6, pero a diferencia del 
glucógeno normal sus ramificaciones son menos numerosas y contienen una 
mayor cantidad de fosfato. Esto hace que los LB tengan una estructura similar a 
la amilopectina vegetal y que sean insolubles en agua [7]. A pesar de que esto 
sugiere una alteración en el proceso de síntesis o regulación del glucógeno, 
todavía se desconoce si los cuerpos de Lafora son la causa de la enfermedad o 
una consecuencia de alteraciones celulares previas. 
Inicialmente, la enfermedad se diagnosticaba mediante la detección de estos 
LB a través de una tinción de polisacáridos por PAS (Periodic Acid-Schiff) en 
biopsias de piel del paciente. Sin embargo, esta forma de diagnóstico está 
actualmente en desuso debido a la posibilidad de producir falsos positivos al 
detectar poliglucosanos presentes en las glándulas apocrinas, sustituyéndose por 
análisis genético combinado con la clínica del paciente [8,9]. Por desgracia, a día 
de hoy todavía no existe un tratamiento para la enfermedad y los pacientes son 
tratados con fármacos que sólo palian parcialmente los síntomas. 
Se han identificado dos genes implicados en la enfermedad de Lafora: EPM2A, 
que codifica para la fosfatasa de especificidad dual laforina, y EPM2B, que 
codifica para la E3 ubicuitina ligasa malina. Hasta la fecha se han descrito más de 
80 mutaciones distintas para cada uno de los genes, incluyendo mutaciones de 
cambio de sentido, sin sentido, de cambio de pauta de lectura y deleciones de 
exón y gen completo [10-13]. Los pacientes con mutaciones en los genes EPM2A 




indistinguibles, lo cual sugiere que ambas proteínas están implicadas en las 
mismas rutas fisiológicas [4,5,10,12,14]. 
 
1.1 Laforina 
Laforina es una proteína fosfatasa de 331 aminoácidos formada por dos 
dominios: un dominio CBM (Carbohydrate Binding Module) en posición N-
terminal, que permite su unión a glucógeno, y un dominio DSP (Dual Specificity 
Phosphatase) con actividad fosfatasa en posición C-terminal [7] (Figura 1). Se ha 
observado que mutaciones localizadas en cualquiera de los dos dominios dan 
lugar a una pérdida de función, lo cual parece indicar que ambos dominios son 
necesarios para la actividad de la proteína [15]. 
 
 
Figura 1: Estructura de laforina. (A) Representación esquemática de los dominios presentes en 
laforina. CBM: dominio de unión a carbohidratos. DSP: dominio fosfatasa dual. (B) Estructura 
tridimensional de laforina. Se representa en rojo el dominio CBM, en azul el dominio DSP y en gris 
la región espaciadora entre ambos. Estructura adaptada de [16] y representada con PyMOL 1.7 
(www.pymol.org). Las mutaciones en el gen de laforina detectadas en pacientes se pueden 





Laforina se expresa en todos los tejidos humanos, aunque los mayores niveles 
de expresión se encuentran en cerebro, músculo esquelético, corazón e hígado. 
La expresión se incrementa tras el nacimiento, alcanzando el máximo durante la 
edad adulta [17,18]. Actualmente se conocen alrededor de 80 mutaciones en el 
gen de laforina, destacando en la población española la prevalencia de la 
mutación R241X [15]. 
El gen de laforina está conservado en el genoma de todos los vertebrados, 
pero no se encuentra en la mayoría de invertebrados, incluyendo organismos 
modelo como levaduras, moscas y gusanos. No obstante, sí que se ha encontrado 
en algunos protozoos capaces de sintetizar un polisacárido insoluble similar a los 
cuerpos de Lafora [19]. Este resultado parece corroborar la implicación de 
laforina en el metabolismo de carbohidratos. 
 
1.1.1 Laforina como fosfatasa 
Dentro de las fosfatasas de especificidad dual (DSPs), capaces de defosforilar 
residuos tanto de tirosina como de serina/treonina, laforina forma parte de las 
DSPs atípicas, siendo la única fosfatasa humana conocida hasta la fecha con un 
dominio de unión a carbohidratos. Este tipo de fosfatasas pertenecen a la 
superfamilia de las proteínas fosfatasas de tirosina (Protein Tyrosine 
Phosphatases, PTPs) que basan su actividad en un residuo de cisteína alojado en 
el fondo del centro catalítico [3,19]. Estas enzimas presentan un mecanismo de 
acción muy conservado. El núcleo del dominio catalítico está formado por entre 
cuatro y cinco láminas beta, rodeadas por hélices alfa. El centro activo está 
formado por una región conservada de unión a fosfato (P-loop), donde se 
encuentra el motivo catalítico consenso común a todas las DSPs 
[HCX1X2GX3X4R(S/T)] [20]. En laforina, la cisteína catalítica se encuentra en la 
posición 266.  
Se ha descrito que el estado de oxidorreducción de la cisteína catalítica es 
crítico para la actividad de este tipo de fosfatasas. Es necesario que la cisteína se 
encuentre reducida para que la proteína sea activa, pudiendo llegar a inactivarse 
de forma irreversible si las condiciones de oxidación son intensas. De este modo, 
el estado de oxidación puede ser una forma de regular la actividad fosfatasa [21-
23]. 
Aunque durante años se buscó un sustrato proteico para laforina, a día de hoy 
se sabe que es capaz de defosforilar glucógeno tanto in vitro como in vivo, así 
como otros carbohidratos complejos [2,24-26], lo cual la estableció como 
miembro fundador de un nuevo grupo de proteínas: las fosfatasas de 
carbohidratos [7]. La estructura de laforina, desconocida cuando se inició este 




Raththagala y colaboradores [16], donde la proteína se cristalizó como un dímero 
unido a carbohidratos. En dicha estructura se muestra que los dominios CBM y 
DSP unen dos cadenas distintas de carbohidratos, al contrario que la fosfatasa de 
carbohidratos de plantas SEX4, que emplea un único sitio de unión combinando 
los dominios CBM y DSP [27]. 
 
1.1.2 Dimerización de laforina 
Se ha descrito que laforina purificada a partir de bacterias, cultivos celulares o 
tejidos es capaz de dimerizar [28-30]. Aunque inicialmente se describió que la 
dimerización de laforina era necesaria para su actividad fosfatasa [29], estudios 
posteriores sugerían que laforina en forma monomérica no solo era plenamente 
activa, sino que era la forma mayoritaria [31]. A pesar de que se podría pensar en 
la dimerización como una forma de regulación de la actividad de laforina, en el 
estudio realizado por Dukhande y colaboradores [31] se comprobó que la 
dimerización no influía en la actividad fosfatasa (tanto sobre sustratos artificiales 
como sobre carbohidratos fosforilados) ni en la unión a glucógeno. Al igual que 
sucede con la actividad catalítica, las condiciones de oxidorreducción parecen 
regular la dimerización de laforina, ya que la adición de un agente reductor como 
el DTT impide completamente la formación de dímeros. Sin embargo, la ausencia 
de un agente reductor inhibe la actividad fosfatasa de laforina y favorece su 
oligomerización. Así, la presencia de estrés oxidativo en el interior celular podría 
afectar a estos dos procesos [31]. 
 
1.2 Malina 
Malina es una E3 ubicuitina ligasa de 395 aminoácidos, compuesta por un 
dominio RING en posición N-terminal que le permite ubicuitinar sustratos, y seis 
dominios NHL en posición C-terminal, que median la interacción con otras 
proteínas a través de una conformación en barril β [10] (Figura 2). 
Hasta la fecha se han identificado alrededor de 70 mutaciones en el gen de 
malina relacionadas con la enfermedad [15]. Algunas de estas mutaciones afectan 
a la actividad enzimática de malina, mientras que otras afectan a su interacción 
con otras proteínas. Sin embargo, la ausencia de anticuerpos fiables frente a 
malina hace que muchos aspectos relativos a su función y localización en la célula 






Figura 2: Estructura de malina. (A) Representación esquemática de los dominios presentes en 
malina. RING: dominio dedo de zinc responsable de la actividad E3 ubicuitina ligasa. NHL: 
dominios implicados en la interacción proteína-proteína. (B) Estructura tridimensional de 
malina. Se representa en azul el dominio RING y en amarillo el dominio NHL. Modelado 
estructural adaptado de [32] y representado con PyMOL 1.7 (www.pymol.org). Las mutaciones en 
el gen de malina detectadas en pacientes se pueden consultar en projects.tcag.ca/lafora 
 
En un análisis filogenético del gen de malina, se observó que aunque los 
ortólogos de esta proteína sólo se encuentran en organismos que contienen 
laforina, esta última aparece también en organismos más distantes 
evolutivamente (algas rojas, protozoos y cnidarios). Estos resultados sugieren 
que laforina es capaz de actuar independientemente de malina, y que 
probablemente sus funciones actuales derivan de una función ancestral como 
fosfatasa de carbohidratos. La función de malina, en cambio, puede ser 
dependiente de la presencia de laforina, como sugieren las evidencias que 
apoyan la formación de un complejo funcional entre ambas [32,33]. Este estudio 
mostró también una relación evolutiva entre malina y TRIM32, una E3 ubicuitina 
ligasa que pertenece a la familia de motivos tripartitos (TRIpartite Motif-
containing; TRIM). Tanto malina como TRIM32 poseen una estructura similar, 




ubicuitinar algunos sustratos de malina, aunque con un tipo de modificación 
distinta. Malina, en cambio, no es capaz de ubicuitinar a los sustratos de TRIM32. 
En conjunto, los estudios filogenéticos sugieren que malina surgió a partir de un 
gen TRIM ancestral [32]. 
 
1.3 Interacción laforina-malina 
Laforina es capaz de unirse a malina, sirviendo de andamiaje frente a distintas 
proteínas, muchas de ellas implicadas en la síntesis del glucógeno. De este modo 
malina puede ubicuitinarlas y regular su función, haciendo que disminuyan los 
niveles de glucógeno [33]. Se ha comprobado que el papel de laforina como 
proteína adaptadora es independiente de su función como fosfatasa de 
carbohidratos, ya que el mutante catalíticamente inactivo C266S mantiene su 
capacidad de unirse a malina y dirigirla hacia sus proteínas diana [34]. Además, 
la interacción entre laforina y malina sirve como mecanismo de regulación de los 
niveles de laforina, ya que malina es capaz de ubicuitinarla provocando su 
degradación [35]. 
Algunas mutaciones en malina, pese a mantener su capacidad catalítica, 
producen la pérdida de la interacción con laforina, lo que sugiere que la acción de 
malina se da a través del complejo formado con laforina y que, por tanto, la 
función de este complejo con capacidad E3 ubicuitina ligasa tiene un papel 







La modificación de proteínas mediante la unión covalente de moléculas de 
ubicuitina es un mecanismo de regulación conservado en todos los organismos 
eucariotas. La conjugación de ubicuitina a un sustrato proteico puede, según 
distintos factores, tener efectos muy diversos: desde regular su estabilidad o 
localización subcelular, hasta señalizar para degradación en el proteasoma o por 
autofagia, pasando por intervenir en la reparación del ADN, en la expresión 
génica, en la endocitosis o en fenómenos de transporte intracelular [36-38]. La 
ubicuitina es una proteína altamente estable de 76 aminoácidos y cuya secuencia 
se mantiene prácticamente invariante desde levaduras hasta humanos (Figura 
3A). Esto sugiere una elevada presión evolutiva para conservar la estructura de 
la ubicuitina, indicando que muchas de sus superficies están implicadas en el 
reconocimiento a través de dominios de unión a ubicuitina [39]. 
Uno de los aspectos que hacen de la ubicuitinación un mecanismo 
especialmente versátil y útil para los organismos eucariotas es su capacidad de 
formar cadenas de diversas topologías, de modo que cada tipo de cadena dé lugar 
a una señalización distinta. La ubicuitina forma enlaces covalentes con residuos 
de lisina presentes en su sustrato. A su vez, la propia ubicuitina puede unirse a 
otras moléculas de ubicuitina a través de su extremo N-terminal y de las siete 
lisinas que tiene distribuidas por toda su superficie. Dependiendo de los residuos 
a través de los cuales se unan las unidades de ubicuitina, pueden generarse 
conformaciones compactas, en las que las unidades de ubicuitina interaccionan 
unas con otras, o abiertas, en las que no hay una superficie de interacción salvo 
en el punto de unión (Figura 3B). Las uniones por las lisinas 6, 11 y 48 dan lugar 
a conformaciones compactas, mientras que las uniones por el extremo N-
terminal (metionina 1) o por la lisina 63 resultan en conformaciones abiertas 
[40-43]. Una configuración compacta permite que las proteínas que deben unirse 
a las ubicuitinas detecten una estructura geométrica definida, mientras que una 
estructura más abierta, al tener una mayor flexibilidad y libertad de movimiento, 
facilita que la detección se produzca mediante esta distancia entre sus unidades, 
además de permitir una distinción entre cadenas estructuralmente similares, 








Figura 3: Topología de las uniones de ubicuitina. (A) Estructura de la ubicuitina (PDB ID 
1ubq), destacando en naranja la posición de las cadenas laterales de sus siete lisinas y la 
metionina inicial. (B) Representación estructural de la ubicuitina individual y de distintas uniones 
entre ubicuitina. La ubicuitina proximal está coloreada en verde, mientras que la distal presenta 
distinto coloreado en función de la topología de unión. Ub: ubicuitina individual, lin: cadena 
lineal. Las distintas cadenas de ubicuitina se denominan según el residuo de lisina empleado para 
la unión (K48: unión a través de la lisina 48 de la ubicuitina proximal). Se destaca en azul la 






2.1 El proceso de ubicuitinación 
Para que se produzca la incorporación de ubicuitinas sobre el sustrato se 
requiere la actuación sucesiva de tres tipos de enzimas (Figura 4). En primer 
lugar, la molécula de ubicuitina es activada por la enzima activadora de 
ubicuitina (E1). Esta ubicuitina es transferida de la E1 a la cisteína catalítica de la 
enzima conjugadora de ubicuitina (E2). La E2 interacciona entonces con la 
enzima ubicuitina ligasa (E3), que recluta al sustrato mediante interacciones 
específicas. Una vez la ubicuitina ha sido transferida al sustrato, la E2 se disocia 
de la E3, de modo que puede recargarse de ubicuitina para iniciar una nueva 
ronda de transferencia [46]. A su vez, esta modificación puede ser eliminada por 






Figura 4: Reacción de ubicuitinación. La enzima activadora de ubicuitina (E1), una vez cargada 
con ubicuitina, interacciona con la enzima conjugadora de ubicuitina (E2), transfiriéndosela. A 
continuación se produce la interacción entre la E2 y la enzima ubicuitina ligasa (E3), que recluta 
al sustrato. Una vez la ubicuitina se ha transferido al sustrato, la E2 se libera, interaccionando de 






El genoma humano codifica para 2 enzimas E1, al menos 38 enzimas E2 y 
entre 600 y 1000 enzimas E3 [48]. Para que miles de sustratos puedan ser 
ubicuitinados utilizando esta maquinaria, las enzimas que participan en cada una 
de las etapas deben ser capaces de interaccionar con más de una de la etapa 
posterior, de modo que dos enzimas E1 puedan abastecer de ubicuitina a miles 
de reacciones de ubicuitinación diferentes. Tanto en el caso de la interacción E1-
E2 [49], como en el de la interacción E2-E3 [50], la unión a ubicuitina produce 
cambios conformacionales en la primera enzima, exponiendo los sitios de unión 
al enzima que cataliza el siguiente paso de la cascada, permitiendo así que se 
transmita la ubicuitinación.  
 
2.2 E3 ubicuitina ligasas 
Las E3 son las enzimas más numerosas de cuantas participan en el proceso de 
ubicuitinación, y las que aportan especificidad al proceso respecto a la selección 
del sustrato. Los dos principales grupos de E3 ubicuitina ligasas, en función de su 
estructura y mecanismo de acción, son la familia HECT (Homologous to the E6AP 
Carboxyl Terminus) y la familia RING (Really Interesting New Gene). Las proteínas 
de la familia HECT presentan una cisteína catalítica en la cual la E2 descarga la 
ubicuitina antes de que ésta sea transferida al sustrato (Figura 5A) [51]. De este 
modo, es la propia E3 la que condiciona el tipo de ubicuitinación que realizará 
sobre el sustrato [52]. 
La mayoría de E3 ubicuitina ligasas, en cambio, pertenecen a la familia RING o 
familias relacionadas (PHD, LAP y U-box). Este tipo de E3, al carecer de una 
cisteína catalítica, media la transferencia directa de la ubicuitina desde la E2 al 
sustrato (Figura 5B). Por ello, es la combinación de la E2 y la E3 lo que determina 
cómo se modificará dicho sustrato [46]. Como malina pertenece a la familia de E3 




















Figura 5: Tipos de E3 ubicuitina ligasas. (A) E3 de tipo HECT. La presencia de una cisteína 
catalítica permite que la E3 una la ubicuitina antes de transferirla al sustrato. (B) E3 de tipo RING. 
Al carecer de cisteína catalítica, median la transferencia directa de la ubicuitina de la E2 al 








2.3 Interacción entre enzimas E2 y E3 de tipo RING 
Salvando algunas excepciones, las interacciones entre enzimas E2 y E3 
durante el proceso de ubicuitinación son muy transitorias. Aunque parecería más 
intuitivo que la E2 y la E3 se mantuvieran unidas mientras tiene lugar la reacción 
y la E2 se recargara sin separarse, esta enzima usa superficies solapadas para 
interaccionar con la E1 y la E3, de modo que debe disociarse de una para poder 
interaccionar con la otra [53]. Así, la adición de ubicuitinas al sustrato se realiza 
de modo secuencial. 
En algunos casos, la E3 es capaz de unir dos enzimas E2. Una de ellas 
permanece unida de forma estable a la E3 mientras la otra le va transfiriendo 
moléculas de ubicuitina, liberándose en cada ocasión para recargarse. Una vez se 
ha formado la cadena sobre la primera E2, ésta se transfiere en bloque al sustrato 
[54]. Esta transmisión en bloque también se observa en E2 que interaccionan con 
E3 que oligomerizan, de modo que se produce la formación de grandes complejos 
E2-E3 en los cuales varias E2 próximas pueden pasarse las unidades de 
ubicuitina de unas a otras, preensamblando la cadena antes de transferirla al 
sustrato [55]. Este tipo de transferencia puede ser útil a la hora de eliminar 
rápidamente sustratos tóxicos, como proteínas mal plegadas o con tendencia a 
agregar. 
Para que se produzca finalmente la transferencia de ubicuitina al sustrato, la 
enzima E3 induce cambios conformacionales en la E2 que incrementan la tasa a 
la que se descarga de ubicuitina, ya que la E3 no está lo suficientemente cerca del 
sitio activo de la E2 para participar directamente en la acción catalítica [56]. 
Estos cambios conformacionales explicarían también cómo se realiza la 
transferencia de la ubicuitina al sustrato, ya que en la mayoría de E3 de tipo RING 
las zonas en que se unen el sustrato y la E2 están muy separadas [57,58]. 
 
2.4 Autoubicuitinación y oligomerización de las E3 de tipo RING 
Muchas E3 de tipo RING, como TRAF6 (TNF Receptor Associated Factor 6), 
pueden formar oligómeros a través de homo- o heterodímeros. Esta dimerización 
actúa como un equivalente funcional a la dimerización de los receptores de 
tirosina quinasa, donde la llegada de la señal induce la formación de un dímero 
en el que cada E3 ubicuitina a la otra, produciendo una marca que sirve como 
plataforma para ensamblar complejos de señalización [59-61]. Esta 
ubicuitinación de las propias E3, común a muchas de ellas, también puede servir 
como un mecanismo de control homeostático en el que el sustrato de la E3 
bloquea la región de autoubicuitinación, de modo que, en ausencia de sustrato, la 




los niveles de la E3 [62]. Además de por ubicuitinación, las E3 pueden ser 
reguladas tanto por la unión de proteínas similares a ubicuitina (p. ej. SUMO), 
como por fosforilación [63,64]. 
 
2.5 Tipos y funciones de la ubicuitinación 
Existen distintas formas de ubicuitinación en función del número y el modo en 
que las ubicuitinas se enlazan a la proteína diana. 
La monoubicuitinación consiste en la unión de una única molécula de 
ubicuitina a una única lisina de un sustrato (Figura 6A). La multiubicuitinación, 
en cambio, consiste en la unión de múltiples ubicuitinas individuales en distintos 
puntos de la proteína (Figura 6B). En ambos casos, uno de los problemas al que 
se enfrenta el proceso es que las enzimas implicadas deben reconocer las lisinas 
del sustrato para modificarlas, pero pasar por alto las lisinas de la ubicuitina ya 
incorporada. Esta especificidad puede venir dada por la E2, que sólo sea capaz de 
introducir monoubicuitinaciones [65]; por la E3, que impida que la E2 forme 
cadenas [66]; o por el complejo E3-sustrato, que introduzca un impedimento 
estérico que restrinja otras posibilidades [67]. La poliubicuitinación, por último, 
consiste en la incorporación de una o más cadenas de longitud y topología 
variable en el sustrato (Figura 6C).  
 
 
Figura 6: Tipos de ubicuitinación. (A) Monoubicuitinación. Una única molécula de ubicuitina 
unida a una lisina del sustrato. (B) Multiubicuitinación. Varias ubicuitinas individuales unidas en 
distintas lisinas del sustrato. (C) Poliubicuitinación. Varias ubicuitinas unidas en forma de cadena 
al sustrato. 
 
La primera función identificada para las cadenas de ubicuitina fue la 
degradación proteasomal, que tiene lugar cuando están unidas a través de la 
lisina 48 (K48, Figura 7) [68]. La unión por la lisina 11 y, con menor frecuencia, 
por las lisinas 29 y 63, también puede conllevar este tipo de degradación, lo cual 




sustratos [69-71]. Para la degradación lisosomal de componentes de membrana y 
agregados proteicos, los sustratos suelen etiquetarse mediante 
poliubicuitinación por K63 [72]. Sin embargo, este tipo de señal también puede 
servir para otras funciones no degradativas. Se ha descrito su función como 
plataformas de andamiaje y reclutamiento de complejos proteicos en procesos 
tan diversos como la autofagia, la reparación del ADN, la inmunidad innata o la 
degradación de orgánulos dañados [73-75]. De hecho, las cadenas en K63 por sí 
mismas, sin necesidad de ir ligadas a un sustrato, actúan como mediadores 
transitorios de interacción, como una especie de segundos mensajeros [76]. La 
ubicuitinación en cadenas unidas por K11 y M1 parece codificar información 
similar a la relacionada con las cadenas canónicas K48 y K63, respectivamente. 
La ubicuitinación en K11 regula el ciclo celular y la mitosis mediante degradación 
proteasomal [77,78], mientras que la ubicuitinación en M1 permite el ensamblaje 
de complejos en la respuesta inmune o en la producción de interferón [79,80]. 
Muchas veces, la adición de una única molécula de ubicuitina basta para 
estimular o impedir interacciones, regulando la reparación del ADN o la 
maquinaria endocítica [81,82]. En cuanto a los tipos de ubicuitinación menos 
frecuentes, se ha observado ubicuitinación en K6 durante la degradación 
mitocondrial [75], en K27 en la regulación de la reparación del ADN y de la 
autoinmunidad [83,84], y las cadenas en K33 parecen regular el transporte en el 
aparato de Golgi [85]. Este tipo de ubicuitinaciones alternativas suelen ser 
introducidas por enzimas con una especificidad mixta, como parkina, que emplea 
cadenas en K6, K11, K48 y K63 [75,86].  
Dada la diversidad de señales que pueden transmitirse con los distintos tipos 
de ubicuitinación, el significado de cada una de ellas es aún objeto de estudio. 
Aunque hay algunas cuyo rol celular está medianamente establecido, nuevos 
avances sugieren que la función de la ubicuitinación puede depender no sólo de 
la topología de la cadena, sino también de otros factores, como el momento en 
que se produce, su reversibilidad, la localización subcelular o la interacción con 




Figura 7: Tipos de ubicuitinación y funciones asociadas. Representación esquemática de 
algunos tipos de ubicuitinación y funciones descritas. La principal función de las cadenas unidas 
por las lisinas 11 y 48 (K11 y K48, respectivamente) es la degradación proteasomal. La 
poliubicuitinación en K63 puede presentar distintas funciones, como la de servir de andamiaje 
para la formación de complejos de interacción (compartida con la ubicuitinación en M1), la 
degradación por autofagia, la internalización de receptores y la reparación del ADN (estas últimas 









Las células requieren constantemente de una renovación de sus componentes, 
ya sea para reemplazar elementos viejos por otros nuevos, para eliminar 
orgánulos dañados o para, en situaciones de carencia energética, proporcionar 
energía y materiales básicos con los que sintetizar nuevos componentes. Para 
realizar este reciclaje, la célula posee dos sistemas de degradación: el 
proteasoma, que reconoce con alta selectividad sustratos ubicuitinados, 
normalmente proteínas de vida media corta, y el lisosoma, que puede degradar 
un conjunto más variable de sustratos. Autofagia es el término genérico por el 
cual se denomina a una serie de rutas mediante las cuales los componentes 
celulares se transportan al lisosoma para que tenga lugar su degradación. Existen 
tres tipos fundamentales de autofagia: macroautofagia, microautofagia y 
autofagia mediada por chaperonas (Figura 8). 
La macroautofagia emplea como intermediario un orgánulo denominado 
autofagosoma. Una membrana de aislamiento, o fagóforo, secuestra una pequeña 
porción del citoplasma que puede incluir material soluble y orgánulos, formando 
el autofagosoma. Tras esto, el autofagosoma se fusiona con el lisosoma, formando 
un autofagolisosoma que degrada los materiales contenidos en él. Los endosomas 
también pueden formar parte de esta ruta, fusionándose con el autofagosoma 
antes de su unión al lisosoma [89]. En la microautofagia, el lisosoma en sí mismo 
incorpora pequeños componentes del citoplasma, como lípidos o peroxisomas, 
por invaginación de su membrana. La maquinaria empleada durante la dinámica 
de membranas de la microautofagia es similar a la del transporte endosomal 
[90]. Por último, la autofagia mediada por chaperonas es la única que no implica 
una reorganización de las membranas. En ella las proteínas diana, seleccionadas 
por chaperonas, se translocan a través de un poro formado en la membrana del 
lisosoma [91]. 
Se considera que la macroautofagia es el principal tipo de autofagia que tiene 
lugar en las células, y es el que ha sido estudiado con mayor profundidad. Por 



















































Figura 8: Tipos de autofagia. Macroautofagia: aislamiento de una fracción del citoplasma, 
pudiendo incluir orgánulos enteros, por una membrana en formación o fagóforo, formando el 
autofagosoma. Tras la fusión con el lisosoma se forma el autofagolisosoma, dando lugar a la 
degradación del material contenido. Microautofagia: invaginación directa de la membrana del 
lisosoma para la degradación de pequeñas fracciones del citoplasma. Autofagia mediada por 
chaperonas: el sustrato proteico contiene un péptido señal que hace que sea reconocido por 
Hsc70 y sus cochaperonas. A continuación se transloca al lumen del lisosoma tras su unión con 




3.1 Regulación de la autofagia 
La autofagia es un proceso altamente inducible, capaz de detectar distintos 
tipos de estreses intracelulares y orquestar una respuesta que haga frente al 
daño en cuestión de minutos. Esto se consigue gracias a que multitud de rutas de 
señalización celulares no relacionadas entre sí convergen en la autofagia para 
señalar diversos tipos de estrés. La autofagia debe estar también estrechamente 
regulada, ya que una autofagia defectuosa puede conducir a la acumulación de 
agregados proteicos u orgánulos disfuncionales. Del mismo modo, una activación 
constante de la autofagia conduce a la muerte celular. Defectos en ambos 
sentidos se han relacionado con diversas enfermedades humanas [93,94]. 
Para controlar la autofagia, una serie de complejos proteicos regulan cada una 
de las etapas. El complejo ULK está compuesto por ULK1 y ULK2 (Unc-51 Like 
Kinase), en asociación con otros componentes de andamiaje o reguladores como 
FIP200, Atg13 y Atg101. Este complejo se encarga de transmitir la señal de estrés 
a la región donde tendrá lugar la formación del autofagosoma [95,96]. 
Para la iniciación y la maduración del autofagosoma, se requieren dos 
complejos que comparten muchos de los componentes. Ambos complejos tienen 
en común un núcleo central formado por beclina1, la fosfatidilinositol-3-quinasa 
de clase III (PIK3C3) Vps34 y la proteína de andamiaje Vps15, requerida para el 
ensamblaje del complejo (Figura 9) [97]. El primero de estos complejos está 
formado por estas tres proteínas junto con Atg14L [98]. Este complejo se encarga 
de introducir fosfatidilinositol-3-fosfato en la membrana de aislamiento a partir 
de la cual se formará el autofagosoma. Esta modificación induce el reclutamiento 
de distintos factores de la autofagia necesarios para la nucleación de la 
membrana [99]. 
A continuación se produce la expansión de la membrana del fagóforo, durante 
la cual se insertan en la membrana proteínas, como LC3, que luego jugarán un 
papel fundamental en el reconocimiento de los componentes a degradar, 
confiriendo selectividad a la autofagia [99,100]. Una vez formado el 
autofagosoma, para su fusión con el lisosoma interviene un segundo complejo 
formado por beclina1, Vps34 y Vps15, esta vez en colaboración con UVRAG (UV 
radiation Resistance Associated Gene) [97,99]. Esta maquinaria participa también 
en la vía endocítica, pudiendo ambas funciones ser inhibidas por la unión de la 











Figura 9: Complejos formados por beclina1. Beclina1 forma un núcleo central con Vps15 y 
Vps34, alrededor del cual se unen distintos componentes que modulan su actividad. Complejo I, 
formado junto a Atg14L, regula la formación del autofagosoma. Complejo II, formado junto a 
UVRAG, regula la maduración de autofagosomas y endosomas. La unión de Bcl-2 y RUBICON 
afecta negativamente a la función del complejo. 
 
3.2 Inducción e inhibición de la autofagia por fosforilación 
Aunque hay muchos estímulos distintos que pueden inducir la autofagia, uno 
de los mejor estudiados es el ayuno de nutrientes. Una de las proteínas 
encargadas de medir el nivel energético celular a través del balance AMP/ATP es 
la proteína quinasa activada por AMP, AMPK (Figura 10) [102]. En condiciones 
de ayuno, AMPK promueve la activación tanto de ULK1 como de beclina1 por 
fosforilación [103-105]. Además, AMPK es capaz de distinguir entre el Vps34 que 
participa en el tráfico endosomal del autofágico, inhibiendo el primero cuando la 
energía celular es baja, pero dejando libre al segundo, que se encuentra protegido 
por su interacción con Atg14L [106]. AMPK también induce la autofagia 
indirectamente a través de la represión de mTOR (mechanistic Target Of 
Rapamycin) [102]. Una vez ULK1 está activado, promueve la fosforilación de 
miembros de su propio complejo [107] y del complejo I de beclina1, incluyendo 
beclina1, Vps34 y Atg14L [108-110]. Además, ULK1 activa a AMBRA1 (Activating 
Molecule in Beclin-1-Regulated Autophagy), ayudando a la estabilidad del 






Cuando la autofagia ya no es necesaria, el complejo dirigido por mTOR se 
encarga de inhibirla a través de la fosforilación de ULK1 [107] y de AMBRA1 
[113]. En esta situación de reposo, la autofagia también se encuentra inhibida por 
la interacción de beclina1 con miembros de la familia de Bcl-2 [114]. La 
liberación de beclina1 para que se induzca la autofagia puede tener lugar 
mediante distintos estímulos, como la fosforilación de beclina1 por JNK-1 [115] o 





Figura 10: Visión esquemática de la regulación de la autofagia. En el centro del diagrama se 
muestran las principales proteínas implicadas en la señalización de la autofagia. Sobre ellas, las 
fosforilaciones y ubicuitinaciones que se producen durante la inducción de la autofagia. Bajo ellas, 
las modificaciones descritas para su inhibición. En condiciones de inducción, AMPK inactiva a 
mTOR, activando a los componentes de las etapas posteriores ULK1 y beclina1, que a su vez 
inducen otra serie de modificaciones activadoras en las que también participa la E3 ubicuitina 
ligasa TRAF6. Para inhibir la autofagia, mTOR inactiva por fosforilación a ULK1 y AMBRA1, 
mientras que miembros de la familia de E3 ubicuitina ligasas culinas promueven la degradación 






3.3 Regulación de la autofagia por ubicuitinación 
Además de por fosforilación, la iniciación y terminación de la autofagia está 
regulada por ubicuitinación. Este tipo de modificación regula la autofagia tanto 
modulando la actividad de proteínas a través de ubicuitinación no degradativa 
(K63, normalmente) o eliminándolas mediante ubicuitinación degradativa (K48, 
normalmente) (Figura 10). 
En cuanto a la ubicuitinación no degradativa, TRAF6 , un regulador central de 
la ruta de señalización de NF-κB [118], estimula la autofagia mediante la 
poliubicuitinación en K63 de ULK1, a través de AMBRA1 [113]. Esta 
ubicuitinación estimula la oligomerización de ULK1, lo cual es un prerrequisito 
para su actividad quinasa. TRAF6 además ubicuitina a beclina1, liberándola de la 
acción inhibidora de Bcl-2 y favoreciendo su oligomerización [119]. AMBRA1 
también participa en la ubicuitinación de beclina1, promoviendo la interacción 
entre beclina1 y Vps34 [120]. La interacción entre beclina1 y ULK1, así como la 
disociación de beclina1 y Bcl-2, está regulada también por ubicuitinaciones 
mediadas por enzimas E3 de la familia TRIM [121]. 
Respecto a la ubicuitinación degradativa, juega un papel fundamental en la 
terminación de la autofagia, incluso aunque el estímulo que la causó no haya sido 
resuelto, ya que en muchos casos una autofagia mantenida en condiciones de 
estrés persistente puede ser más perjudicial para la célula que la propia causa 
que la produjo. Los niveles de varios reguladores de la autofagia, como AMBRA1, 
beclina1, Vps34 y Atg14L son controlados mediante esta modificación, 
introducida principalmente por miembros de la familia culina, que son las 
principales E3 ubicuitina ligasas responsables de la degradación proteasomal de 
proteínas de la autofagia [112,122]. Muchas de estas ubicuitinaciones, tanto 
estimuladoras como inhibidoras de la autofagia, pueden ser contrarrestadas por 
desubicuitinasas específicas, como A20, que contrarresta la ubicuitinación 
activadora de beclina1 por TRAF6 [119], o USP19, que estabiliza a beclina1 
eliminando su ubicuitinación en K11 [123]. En caso de que se llegue a un punto 
de no retorno, la maquinaria de autofagia se degrada rápidamente por proteasas 






3.4 Autofagia selectiva 
Además de una precisa regulación de su iniciación, desarrollo y terminación, la 
autofagia requiere un control sobre qué material celular se está degradando. La 
mayoría de componentes celulares son susceptibles de ser degradados 
selectivamente por autofagia, desde las mitocondrias y peroxisomas hasta las 
reservas de glucógeno y lípidos. La selección del material a degradar se lleva a 
cabo principalmente a través de adaptadores selectivos, que por un lado 
reconocen al sustrato, normalmente ubicuitinado, y por otro a la membrana del 
autofagosoma en formación a través de proteínas de membrana como LC3. La 
primera proteína identificada con esta función adaptadora fue p62/SQSTM1 
(Figura 11) [125]. Como la interacción entre estos adaptadores y la ubicuitina es 
relativamente débil, uno de los primeros pasos para la agrupación del material a 
degradar es la oligomerización del adaptador a través de un dominio de 
autointeracción [100]. Estos agregados que contienen sustratos ubicuitinados y 
adaptador pueden servir también como un andamiaje de nucleación hacia el cual 
se recluten componentes de la maquinaria de autofagia, y a partir de los cuales se 
forma el autofagosoma [100,126,127]. 
 
Figura 11: Estructura de p62. Para cumplir su función de adaptador de la autofagia selectiva, 
p62 presenta seis dominios. PB1: dominio de auto-oligomerización de p62. ZZ y TB: dominios que 
permiten la interacción con RIP y TRAF6, respectivamente. A través de los dominios de unión a 
LC3 (LIR) y a ubicuitina (UBA), p62 conecta la maquinaria autofágica a sustratos ubicuitinados, 
para que puedan ser degradados de forma selectiva. La región de unión con Keap1 (KIR) permite 
la estabilización y traslocación al núcleo del factor de transcripción Nrf2, implicado en la 






3.5 Mitofagia: degradación mitocondrial por autofagia 
Tanto por su papel como fuente energética celular como por ser la principal 
fuente de especies reactivas de oxígeno (Reactive Oxygen Species, ROS), la 
mitocondria necesita un preciso mantenimiento para no comprometer la 
viabilidad celular. Aunque la degradación mitocondrial también está programada 
en determinadas etapas del desarrollo, independientemente de su integridad 
[129,130], la principal ruta de degradación de mitocondrias dañadas se produce 
a través de la ruta de PINK1-parkina (Figura 12). 
 
Figura 12: Degradación mitocondrial mediada por PINK1-parkina. Tras una señal de daño 
mitocondrial, PINK1 se estabiliza en la membrana externa mitocondrial, promoviendo la 
fosforilación de la ubicuitina y la E3 ubicuitina ligasa parkina. Parkina se trasloca desde el citosol 
a la mitocondria, ubicuitinando componentes de la membrana mitocondrial que servirán de 
andamiaje para distintos adaptadores implicados en su degradación (Optn, VCP, p62). 





En condiciones basales, PINK1 (PTEN-Induced Putative Kinase 1) se transloca 
tras su síntesis a la membrana interna mitocondrial, donde es cortada por PARL 
(Presenilins-Associated Rhomboid-Like), provocando su degradación [132,133]. 
Cuando se produce daño mitocondrial -por despolarización de la membrana o un 
incremento en la producción de ROS, por ejemplo- PINK1 se acumula en la 
membrana externa mitocondrial y se autofosforila [134,135]. A continuación, 
PINK1 fosforila tanto a la ubicuitina unida a la mitocondria como a la E3 
ubicuitina ligasa parkina [136,137]. Estas fosforilaciones activan y reclutan a 
parkina hacia la mitocondria [138], permitiendo la ubicuitinación de más 
proteínas mitocondriales, que a continuación serán fosforiladas por PINK1 [139]. 
Estas ubicuitinas fosforiladas sirven como puntos de andamiaje a los cuales se 
unen adaptadores de la autofagia selectiva como optineurina, NDP52 o p62 [140-
142]. p62, además, regula la agrupación mitocondrial a través de su dominio de 
oligomerización. En esta situación también se unen a la mitocondria adaptadores 
que median la degradación proteasomal de componentes mitocondriales, como 
en el caso de VCP (Valosin-Containing Protein), que dirige la eliminación de las 
proteínas relacionadas con la fusión mitocondrial mitofusina 1 y 2 [143,144]. 
Como consecuencia de este proceso, la sección dañada de la mitocondria se aísla 
y degrada por autofagia. 
Alteraciones en la mitofagia y en distintas etapas de la autofagia se han 
asociado con varias patologías neurodegenerativas como la enfermedad de 
Parkinson, Alzheimer, Huntington o la esclerosis lateral amiotrófica [145]. Esto 
refleja el papel fundamental que juegan los mecanismos de degradación en el 






4. Procesos alterados en la enfermedad de Lafora 
Dado que la acumulación de cuerpos de Lafora ha sido el síntoma más 
característico de la enfermedad, uno de los procesos mejor estudiados entre 
cuantos implican a laforina y malina es el metabolismo del glucógeno. Se pueden 
distinguir dos eventos principales en su participación: por un lado, se ha descrito 
que laforina actúa como fosfatasa de carbohidratos complejos, siendo esta 
actividad necesaria para el mantenimiento de la homeostasis del glucógeno 
[24,25]. En ausencia de laforina, el glucógeno se encuentra hiperfosforilado y 
menos ramificado, lo cual disminuye su solubilidad [25,146,147]. Por otro lado, 
muchas de las proteínas implicadas en la síntesis del glucógeno, como MGS 
(Muscle Glycogen Synthase), AGL (Glycogen Debranching Enzyme) y las proteínas 
reguladoras R5/PTG y R6 son sustratos descritos del complejo laforina-malina 
[33,34,148-150], por lo que la ausencia de cualquiera de ambas conduce a una 
desregulación de la síntesis del glucógeno y a la acumulación de formas 
aberrantes de éste, lo que ha llevado a considerar a la enfermedad de Lafora 
como una de las enfermedades de almacenamiento de glucógeno, ya que la 
acumulación de LB podría ser el síntoma inicial que diera lugar al resto de 
alteraciones presentes en la patología. 
Los LB contienen, además de polisacárido insoluble, acúmulos de proteínas 
ubicuitinadas, productos glicosilados, chaperonas y componentes de las 
maquinarias de degradación proteasomal y autofágica [151,152]. Esto sugiere 
que, además del metabolismo del glucógeno, la homeostasis proteica, o 
proteostasis, está alterada en la enfermedad. La proteostasis se consigue 
combinando un plegado y transporte eficiente de las proteínas recién 
sintetizadas con un sistema de control de calidad que permita la eliminación de 
proteínas mal plegadas, previniendo su agregación y acumulación [153]. En 
modelos de la enfermedad de Lafora se ha detectado una reducción de la 
capacidad proteolítica total que afecta tanto al proteasoma como a la autofagia. 
Además, se han observado alteraciones en la enfermedad en marcadores de 
autofagia y en la degradación de proteínas de vida larga, reforzando la idea de un 
defecto en estos sistemas de degradación [154-156]. 
Un posible mecanismo que explicaría estas alteraciones sería que, al principio 
de la enfermedad, se empezarían a acumular fibras de polisacáridos por una 
desregulación de la síntesis del glucógeno. Estos polisacáridos insolubles 
atraerían a componentes de las maquinarias de degradación proteica, que 
quedarían atrapados en estas inclusiones insolubles y no podrían funcionar 
correctamente. Así, la enfermedad de Lafora, debido a sus alteraciones en la 
proteostasis, podría relacionarse con otras proteinopatías neurodegenerativas, 




Los mecanismos de degradación proteica también se activan como 
consecuencia de estrés en el retículo endoplásmico (Endoplasmic Reticulum, ER). 
El ER es el compartimento subcelular responsable de la síntesis de buena parte 
de las proteínas de la célula, y es un orgánulo sensible a muchos estreses que 
pueden afectar a su capacidad de plegamiento de proteínas, lo que resulta en la 
acumulación y agregación de proteínas mal plegadas. En estas condiciones, el ER 
produce ROS, que dan lugar a un estrés oxidativo perjudicial para la célula. Se ha 
observado en la enfermedad un incremento en el estrés en el ER, que conduce a 
una disfunción del proteasoma y un incremento de la muerte celular por 
apoptosis [157,158]. 
La alteración de la autofagia puede tener también como consecuencia la 
acumulación de mitocondrias defectuosas, que a su vez provoca un incremento 
en el estrés oxidativo. A este respecto Romá-Mateo y colaboradores observaron, 
además de alteraciones en la morfología y actividad mitocondrial, un incremento 
en los niveles de ROS y cambios en la expresión y actividad de varios enzimas 
antioxidantes [159]. Esto puede ser consecuencia de las alteraciones en autofagia 
descritas en la enfermedad, que darían lugar a una acumulación de mitocondrias 
defectuosas y, en consecuencia, a un incremento en el estrés oxidativo. Una 
situación de estrés oxidativo es, además, proinflamatoria, lo cual concuerda con 
las recientes observaciones de un incremento de la respuesta inflamatoria en 
modelos de la patología [160]. 
Por último, las bases moleculares de la epilepsia en la enfermedad de Lafora 
habían estado poco definidas hasta la fecha. En una reciente publicación de 
nuestro laboratorio, Muñoz-Ballester definió una alteración en la homeostasis del 
transportador de glutamato GLT-1 en modelos de la patología. Como 
consecuencia, se produce una disminución en la captación de glutamato, lo que 
resulta en un aumento de la cantidad de glutamato extracelular, que puede 
explicar la excitotoxicidad y la neurodegeneración presente en los pacientes 
[161]. 
Todos estos resultados indican que la enfermedad de Lafora es una patología 
multifactorial que va más allá de la acumulación de poliglucosanos aberrantes 
que se definió originalmente. Dado que la causa de la enfermedad es la pérdida 
de función de laforina o malina, es probable que ambas proteínas, 
individualmente o a través del complejo funcional que forman, participen en la 
regulación de los procesos descritos en este apartado. Por tanto, una mejor 
comprensión del mecanismo de actuación de laforina y malina es necesaria para 
























El objetivo principal de la presente tesis doctoral ha sido el estudio de las 
propiedades bioquímicas, los sistemas reguladores y los procesos celulares en 
que participan el complejo laforina-malina. Para ello, nos planteamos los 
siguientes objetivos: 
1. Analizar el mecanismo de dimerización de laforina y su influencia en la 
capacidad catalítica y la formación de un complejo funcional con malina. 
2. Identificar moduladores que afectan a la capacidad de ubicuitinación del 
complejo laforina-malina. 
3. Estudiar la participación del complejo laforina-malina en la maquinaria de 
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1. Cepas bacterianas 
Las cepas de Escherichia coli empleadas en este trabajo fueron: DH5α para la 
clonación y amplificación de plásmidos, y BL21-CodonPlus® (DE3)-RIL 
(Stratagene) para la expresión y purificación de proteínas recombinantes. Ambos 
tipos de bacterias se crecieron en agitación a 37°C, usando medio LB (peptona 
1%, extracto de levadura 0,5% y NaCl 1% a pH 7,5) suplementado con 100 
μg/mL de ampicilina y, en el caso de las BL21-CodonPlus® (DE3)-RIL, añadiendo 
además 33 μg/mL de cloramfenicol. Para la transformación bacteriana el método 
empleado fue la electroporación a 1700 V. Antes de sembrar en medio sólido con 
antibióticos se dejó crecer las bacterias transformadas durante 45 min en medio 
LB a 37°C, de modo que pudieran comenzar a expresar los genes de resistencia a 
antibiótico. 
    
2. Plásmidos y vectores de expresión 
Para los mutantes de laforina elaborados durante el trabajo, se emplearon los 
plásmidos pET21b+ (Novagen) para la expresión de proteína en bacterias, y 
pCMV (BD-Biosciences) para la expresión en células de mamífero. En el caso de 
pCMV, se emplearon variantes con distintos epítopos (myc y HA) para diferenciar 
las distintas proteínas mediante inmunodetección por Western blot. Para los 
plásmidos obtenidos de otras fuentes, se detallan las referencias a continuación. 
Los plásmidos pCMV-myc-laforina, pCMV-HA-laforina, pFLAG-laforina, 
pcDNA3-HA-malina, pFLAG-malina y pCMV-myc-R5/PTG se describen en [34]. El 
plásmido pBSK-ubicuitina-6xHis, empleado para los ensayos de ubicuitinación, y 
el plásmido pEGFP-LC3 fueron cedidos por el Dr. Erwin Knecht (Centro de 
Investigación Príncipe Felipe, Valencia). Los plásmidos con mutaciones de 
ubicuitina para los ensayos de topología, pCMV-Ubicuitina-K48R-6xHis y pCMV-
Ubicuitina-K63R-6xHis, fueron cedidos por la Dra. Christine Blattner (Institute of 
Toxicology and Genetics, Karlsruhe Institute of Techonology, Karlsruhe, Alemania). 
El plásmido pcDNA3-myc-p62 fue cedido por el Dr. Jorge Moscat (Sanford-
Burnham Medical Research Institute, La Jolla, CA 92037, USA) y los plásmidos 
pV5-DEST-UBE2D2 y pV5-DEST-UBE2D2 C85A fueron cedidos por el Dr. Peter 
Tontonoz (Howard Hughes Medical Institute, UCLA, Los Angeles, CA90095, USA). 
Para el ensayo de doble híbrido en levadura se emplearon los plásmidos 
pEG202-laforina y pACT2-malina, descritos en [34]. El mutante pEG202-laforina 
C329S se obtuvo a partir del plásmido pCMV-myc-laforina C329S mediante 
digestión BamHI/NotI. El plásmido pECFP-laforina se obtuvo digiriendo el 
plásmido pEG202-laforina con BglII/BamHI y subclonando el fragmento 
resultante en el plásmido pECFP-N1 (BD Biosciences). 
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El ADNc de UBE2N se obtuvo de la Mammalian Gene Collection (clon de ADNc 
MGC:8489; IMAGE:2822013) y se amplificó por PCR usando los siguientes 
oligonucleótidos: directo 5’-GGCGAATTCATGGCCGGGCTGCCCCGC-3’ y reverso 5’- 
CCGCTCGAGTTAAATATTATTCATGGCATATAGCCT-3’. El fragmento amplificado 
se digirió con EcoRI/XhoI y se subclonó en el plásmido pGEM-T-Easy (Promega). 
Se secuenció la construcción para confirmar que no se habían introducido 
mutaciones durante la amplificación. Tras digerir de nuevo con EcoRI/XhoI, se 
subclonó en el plásmido pGADT7 (Clontech) para obtener el plásmido pGADT7-
UBE2N. Este plásmido se digirió con SfiI/XhoI para subclonarlo en pCMV-myc y 
pCMV-HA (BD Biosciences), obteniéndose así los plásmidos pCMV-myc-UBE2N y 
pCMV-HA-UBE2N, respectivamente. El plásmido pGADT7-UBE2N se digirió 
también con EcoRI/BamHI para subclonar el fragmento resultante en pECFP-N1 
y obtener la construcción pECFP-N1-UBE2N. Para la obtención del mutante 
catalíticamente inactivo UBE2N-C87A se realizó una mutagénesis dirigida, 
empleando pCMV-myc-UBE2N como molde, el Quick Change kit (Stratagene) y los 
siguientes oligonucleótidos de mutagénesis: directo 5’-GTAGACAAGTTGGGAAGA 
ATAGCTTTAGATATTTTGAAAGATAAG-3’ y reverso 5’-CTTATCTTTCAAAATATCT 
AAAGCTATTCTTCCCAACTTGTCTAC-3’. El fragmento amplificado se digirió con 
EcoRI/XhoI y se subclonó en el vector pGEM-T-Easy. Se secuenció la construcción 
para confirmar que no se habían introducido mutaciones adicionales durante la 
amplificación. Una vez obtenida la construcción pGEM-T-Easy-UBE2N C87A, se 
procedió como se ha descrito en UBE2N para subclonar este mutante en los 
plásmidos pGADT7, pCMV-myc, pCMV-HA y pECFP-N1. 
Para el estudio de la mitofagia dependiente de parkina, los plásmidos pEGFP-
parkina y pRK5-HA-parkina fueron adquiridos de Addgene (referencias #17613 
y #45875, respectivamente), mientras que los plásmidos para el silenciamiento 
de laforina pSUPER-GFP-siRNA (control y laforina) están descritos en [158]. 
Para el estudio de proteínas reguladoras de la autofagia, se emplearon los 
plásmidos pcDNA3-myc-beclina1 (cedido por el Dr. Harald Stenmark, Oslo 
University Hospital, Noruega), pcDNA3.1-HA-ULK1 (cedido por la Dra. Minoo 
Razi, London Research Institute, UK), pMyc-AMBRA1 y pFLAG-AMBRA1 (cedidos 
por el Dr. Gian Maria Fimia, University of Salento, Italia), pVitro2-hygro-N-myc-
hVps34/hVps15-C-V5-his y pCMV5-FLAG-TRAF6 (adquiridos de Addgene, 
referencias #24055 y #21624 respectivamente), pcDNA5-FLAG-UVRAG (cedido 
por la Dra. Chengyu Liang, Keck School of Medicine, Los Angeles, CA90033, USA), 
pcDNA3-FLAG-Atg14L (cedido por el Dr. Zhenyu Yue, Icahn School of Medicine at 
Mount Sinai, Nueva York, USA) y pcDNA3-FLAG-Bcl-2 (cedido por el Dr. Christoph 
Borner, University of Freiburg, Alemania). 
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3. Mutagénesis dirigida de laforina 
Para la obtención de los mutantes de laforina, se utilizó como molde el 
plásmido pEG202-laforina descrito más arriba. Una vez realizada la mutagénesis 
por PCR utilizando el Quick Change kit (Stratagene) y los oligonucleótidos 
detallados en la Tabla I, el fragmento resultante se subclonó en el plásmido 
pET21b+-laforina usando los sitios de restricción NdeI y NotI. Todas las formas 
mutantes obtenidas fueron secuenciadas para comprobar que no se habían 
introducido mutaciones adicionales durante el proceso. El plásmido pCMV-HA-




























G  R  S  T  A  A  V  S  G  W  L  Q  Y  V  M 
CATCACATACTGGAGCCAGCCGGAGACAGCCGCGGTGGAGCGGCC 
C329S ATAAGAATGCGGCCGCACTACAGGCTAGACACAGAAGAACG R  S  S  V  S  S  L  * 
Tabla I: Oligonucleótidos empleados para mutagénesis. Los cebadores se muestran en 
dirección 5’-3’. Se destaca en gris el triplete mutado respecto a la secuencia original. *: codón de 
stop. 
 
4. Purificación de proteínas a partir de bacterias 
Para la purificación de laforina silvestre y los diferentes mutantes, se 
transformaron bacterias BL21-CodonPlus® (DE3)-RIL según se ha descrito 
previamente con las diferentes construcciones en pET21b+. Las bacterias se 
crecieron en medio LB con 100 μg/mL de ampicilina y 33 μg/mL de 
cloramfenicol. Cuando la densidad óptica a 600 nm (DO600) alcanzó entre 0,5 y 
0,8 unidades se indujo la expresión de la proteína de interés con isopropil-β-D-
tiogalactósido (IPTG) 0,1 mM, 3 h a 37°C. Tras esto, las bacterias se recogieron y 
resuspendieron en tampón de suspensión [tampón fosfato salino (PBS) con 
cóctel de inhibidores de proteasas (Roche), PMSF 2 mM (Sigma) y Triton X100 
0,2% (Sigma)], para a continuación lisarse mediante sonicación. La purificación 
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se realizó por cromatografía de afinidad “en batch” con amilosa-Sepharose (New 
England Biolabs), para posteriormente eluir la proteína por competición con 
maltosa libre 500 mM (Sigma).  
 
5. Ensayos fosfatasa in vitro 
Los ensayos se realizaron empleando el sustrato artificial 3-orto-
metilfluorescein fosfato (OMFP, Sigma) a una concentración final de 0,5 mM, en 
Tris-HCl 100 mM, NaCl 150 mM y ditiotreitol (DTT) 10 mM. La reacción se llevó a 
cabo sobre un volumen final de 200 μL, utilizando 1 μg de proteína, en placas 
ELISA multipocillo a 37°C. La hidrólisis del OMFP se midió como incremento de 
absorbancia a 490 nm, en un lector de placas Wallac 1420, PerkinElmer. La 
actividad fosfatasa se expresó como unidades de absorbancia a 490 nm por 
microgramo de proteína y minuto de reacción. Se relativizó tomando la actividad 
del tipo silvestre como 100% y las gráficas se representaron utilizando el 
software Graphpad Prism 5.0 (www.graphpad.com) 
 
6. Análisis de proteínas por Western blot 
Las proteínas se analizaron por SDS-PAGE usando geles con un 10% de 
poliacrilamida y de un grosor de 1,5 mm producidos a partir de acrilamida 
/bisacrilamida al 30% (Sigma), empleando la metodología Western blot descrita 
en [162]. Antes de realizar la carga, se añadió a las muestras tampón de muestras 
2x [Tris-HCl 125 mM pH 6,8, glicerol 20% (v/v), dodecil sulfato sódico (SDS) 4% 
(v/v), azul de bromofenol 0,04 mg/mL, DTT 31 mg/mL] y se hirvieron durante 5 
min. En el caso de los geles en condiciones no reductoras se empleó tampón de 
muestras sin SDS ni DTT, y las muestras se cargaron sin hervir. 
Para la electroforesis se empleó un sistema mini-protean Electrophoresis 
System (Bio-Rad) a una resistencia constante de 15-20 miliamperios en tampón 
compuesto por glicina 0,2 M, Tris 25 mM, SDS 0,1% (p/v). A continuación se 
transfirió el gel a una membrana de PVDF (Immobilon Transfer Membranes, 
Millipore) durante 90 min a una diferencia de potencial de 100 voltios, en 
tampón compuesto por glicina 0,1 M, Tris 12,5 mM, metanol 20% (v/v). La 
membrana transferida se bloqueó con leche desnatada en polvo al 5% (p/v) en 
TBS-T [Tris-HCl 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1 % (v/v)] durante 90 
min a temperatura ambiente en agitación. Para la inmunodetección, las 
membranas se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla II) 
disuelto en la misma solución de leche en polvo y TBS-T empleada para el 
bloqueo, durante toda la noche a 4°C. Para eliminar los restos de anticuerpo se 
realizaron tres lavados con TBS-T de 10 min cada uno, tras lo cual las membranas 
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se incubaron con el anticuerpo secundario indicado durante al menos 1 h a 
temperatura ambiente. Después de tres lavados más con TBS-T, las membranas 
se revelaron con ECL prime (GE Healthcare) y se procesaron con un equipo Fuji 
LAS 4000mini (Fujifilm).  
 
ANTICUERPO PROCEDENCIA DILUCIÓN REFERENCIA ANTICUERPO SECUNDARIO 
Anticuerpos primarios 
Anti-myc Sigma-Aldrich 1:1000 M5546 Anti-ratón 
Anti-HA Sigma-Aldrich 1:2000 H9658 Anti-ratón 
Anti-FLAG Sigma-Aldrich 1:1000 F3165 Anti-ratón 
Anti-laforina 3.5.5 Descrito en [34]  1:2000  Anti-ratón 
Anti-V5 Invitrogen  1:5000 R960-25 Anti-ratón 
Anti-GFP ImmunoKontact  1:3000 210-PS-1GFP Anti-conejo 
Anti-beclina1 Cell Signaling 1:1000 3495 Anti-conejo 
Anti-p62 Abcam  1:10000 ab56416 Anti-ratón 
Anti-AMBRA1 Novus 1:500 26190002 Anti-ratón 
Anti-malina NeuroMab  1:1000 75-128 Anti-ratón 
Anti-Vps34 Cell Signaling 1:1000 4263 Anti-ratón 
Anticuerpos secundarios 
Anti-ratón-HRP Santa Cruz Biotechnology 1:5000 sc-2005  
Anti-conejo-HRP Santa Cruz Biotechnology 1:5000 sc-2004  
Tabla II: Lista de anticuerpos empleados en la inmunodetección por Western blot de las 
proteínas analizadas. 
 
7. Ensayo de doble híbrido de levadura 
La cepa THY-AP4 de Saccharomyces cerevisiae [MATα ura3 leu2 trp1 lexA::lacZ 
lexA::HIS3 lexA::ADE2] fue cotransformada con pACT2-malina (contiene el 
dominio de activación GAD en una fusión N-terminal a malina) y pEG202-laforina 
(tipo silvestre y C329S; contiene el dominio de unión al ADN LexA en una fusión 
N-terminal a laforina). El gen reportero empleado fue lacZ, que codifica para una 
enzima cuya actividad es cuantificable (β-galactosidasa). Los transformantes se 
crecieron en condiciones selectivas [SC, 2% (p/v) glucosa y en ausencia de los 
aminoácidos esenciales Leu e His] y, posteriormente, se determinó la actividad β-
galactosidasa en líquido. Este ensayo se realizó con la cantidad de células 
equivalente a 0,5 unidades de DO600 en 1 mL de tampón Z [Na2HPO4 60 mM, 
NaH2PO4 40 mM, KCl 10 mM, MgSO4 1 mM y β-mercaptoetanol 2,7% (v/v)] con 
25 L de SDS 0,1% (p/v) y 25 L de cloroformo. Como sustrato se utilizó 200 L 
de ONPG (o-nitrofenil -D-galactopiranósido, Sigma) 4 mg/mL y la reacción se 
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paró con 500 L de Na2CO3 1 M a tiempos controlados. El color amarillo 
desarrollado a 30°C se midió a DO420 y se expresó en unidades Miller, aplicando 








8. Cultivos de células de mamífero y transfecciones 
Las líneas celulares empleadas en el presente trabajo fueron HEK-293 (células 
embrionarias de riñón humano), U2OS (osteosarcoma humano), SH-SY5Y 
(neuroblastoma humano) y tres líneas de fibroblastos humanos. De estas últimas 
se emplearon como control fibroblastos de individuos sanos provenientes del 
Coriell Institute for Medical Research (GM01582), fibroblastos con la mutación 
R241X en el gen de laforina (EPM2A) cedidos por el Dr. Santiago Rodríguez de 
Córdoba (Centro de Investigaciones Biológicas, Madrid) y fibroblastos con la 
mutación P129H en el gen de malina provenientes del Coriell Institute for Medical 
Research (EPM2B, GM008935). Las células se crecieron en medio DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Lonza) completo, DMEM/F12 en el caso de 
las SH-SY5Y, conteniendo en ambos casos 4,5 g/L de glucosa, 10% (v/v) de suero 
fetal bovino (FBS, Thermo Fisher Scientific) inactivado por calor y suplementado 
con glutamina 2mM, 100 µg/mL de penicilina y 100 µg/mL de estreptomicina. 
Las células se crecieron a 37°C y 5% de CO2, en atmósfera húmeda. Los pases 
realizados para el mantenimiento de los cultivos celulares se realizaron mediante 
tripsinización con Tripsina-EDTA (Lonza). La transfección se realizó con X-treme 
GENE HP DNA Transfection Reagent (Roche), siguiendo las indicaciones del 
fabricante con una relación plásmido:producto de 1μg:2μL. Tras 24 h de 
crecimiento en medio con la mezcla de transfección, se lisaron las células en 
tampón de lisis [NaCl 150 mM, Tris-HCl 10 mM pH 7,5, EDTA 15 mM, sacarosa 0,6 
M, NaF 50 mM, Na2P2O7 5 mM, fenilmetilsulfonil-fluoruro 1 mM, nonidet P-40 
0,5% (Fluka) e inhibidores de proteasas]. Los lisados se recogieron con un 
rascador de plástico y se homogeneizaron con una jeringa de 25G x 5/8’’ (V 
1mL). Las proteínas del lisado se cuantificaron por el método de Bradford (Dc 
Protein Assay, Bio-Rad) [163]. 
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9. Ensayos de coinmunoprecipitación en células de mamífero 
Se sembraron placas p100 (100 mm diámetro) con 3x106 células HEK-293 y al 
día siguiente se transfectó siguiendo el procedimiento explicado en el apartado 
anterior con los plásmidos correspondientes. 24 h después de la transfección, se 
recogieron las células en tampón de lisis [Tris 25 mM pH 8, NaF 5 mM, Na2P2O7 5 
mM, inhibidores de proteasas, KCl 100 mM, nonidet P-40 1%, PMSF 1 mM, NaVO4 
1 mM]. Las células se permeabilizaron utilizando una jeringa de 25G x 5/8’’ (V 1 
mL) y se dejaron en hielo 10 min para favorecer la solubilización de las proteínas. 
Después se centrifugó 5 min a 5000 r.p.m a 4°C. El volumen de la fracción soluble 
correspondiente a 1200 µg de proteína se incubó durante 30 min a 4°C con I.P.A 
300 (Repligen), previamente lavada con tampón de lisis (tres lavados de 5 min x 
1000 r.p.m). La inmunoprecipitación se realizó con 2 µL de anticuerpo anti-myc 
monoclonal, 2 h a 4°C, y sobre esa mezcla se añadieron 50 µL de proteína A/G 
plus (Santa Cruz Biotechnology), previamente lavada con tampón de lisis (dos 
lavados de 5 min x 1000 r.p.m) incubándose 2 h más a 4°C. Los complejos se 
analizaron por Western blot en geles del 10% de poliacrilamida, empleando los 
anticuerpos correspondientes. 
En el caso de los ensayos de interacción mediante GFP-trap, 24 h después de la 
transfección se recogieron las células en PBS frío, se centrifugaron suavemente 
(1000 r.p.m. durante 3 min) y, después de dos lavados con PBS frío, el pellet 
celular se lisó con una jeringuilla de 25G x 5/8’’ (V 1 mL) en 200 μL de tampón de 
lisis [Tris-HCl 25 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 0,5 mM, glicerol 5%, nonidet P-
40 0,5%, inhibidores de proteasas, PMSF 1 mM, NaF 5 mM y Na4P2O7 5 mM]. Los 
lisados se mantuvieron en hielo durante 30 min y a continuación se 
centrifugaron a 13000 r.p.m. durante 15 min a 4°C. El sobrenadante celular (2 
mg) se incubó en rotación en una cámara fría con 20 μL de resina GFP-Trap_A 
(Chromotek, Alemania) pre-equilibrada en tampón de lavado (tampón de lisis, 
excluyendo el nonidet P-40 y el PMSF), durante 10 min a 4°C. Esta resina 
contiene anticuerpos producidos en alpaca, formados por un único dominio de 
unión al antígeno, unidos a esferas de agarosa. Tras tres lavados con 1 mL de 
tampón de lavado frío, la resina se resuspendió con 100 μL de tampón de 
muestras 2x [Tris-HCl 125 mM pH 6,8, glicerol 20%, SDS 4%, azul de bromofenol 
0,04 mg/mL, DTT 31 mg/mL] y las muestras se calentaron a 95°C durante 10 min 
para disociar los inmunocomplejos de la resina. Por último, los extractos crudos y 
la fracción inmunoprecipitada se analizaron mediante SDS-PAGE y Western blot 
usando los anticuerpos adecuados. 
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10.  Ensayos de ubicuitinación 
Para la realización de estos ensayos se empleó una construcción de ubicuitina 
modificada con un epítopo de seis histidinas en el extremo N-terminal 
(ubicuitina-6xHis, [164]). Esta modificación permite la purificación de proteínas 
ubicuitinadas por cromatografía de afinidad con una resina de cobalto (resina 
TALON, Clontech). Se transfectaron placas p100 sembradas con células HEK-293 
con los plásmidos de interés (incluida la construcción de ubicuitina) utilizando el 
procedimiento explicado más arriba. Las células se recogieron empleando un 
medio desnaturalizante para evitar la acción de las desubicuitinasas (cloruro de 
guanidinio 6 M, Na3PO4 0,1 M, Tris-HCl 0,1 M pH 8). Para separar las células de la 
placa se empleó un rascador de plástico y el lisado obtenido se homogenizó con 
jeringas de 25G x 5/8’’ (V 1mL). A continuación las muestras se clarificaron por 
centrifugación a 10000 r.p.m. durante 15 min, recogiéndose la fracción soluble y 
cuantificándose el contenido proteico. El volumen de extracto total 
correspondiente a 1,5 mg de proteína se incubó en rotación con 100 μL de la 
matriz de cobalto, durante 3 h a temperatura ambiente, en un volumen total de 
cada muestra de 1 mL, con una concentración de imidazol de 10 mM. Tras la 
incubación se lavó la resina una vez con tampón B (cloruro de guanidinio 6 M, 
Na3PO4 0,1 M, Tris-HCl 0,1 M pH 8 y 10 mM de imidazol) y cuatro veces con 
tampón C (urea 8 M, Na3PO4 0,1 M, Tris-HCl 0,1 M pH 8 y 10 mM de imidazol). La 
duración de los lavados fue de 15 min. Por último, las proteínas retenidas en la 
resina se solubilizaron con tampón de muestras 2x y se visualizaron por Western 
blot. 
 
11.  Silenciamiento transitorio de UBE2N en células HEK-293 
En el estudio de la ubicuitinación mediada por UBE2N, placas p100 sembradas 
con células HEK-293 fueron tratadas, en paralelo, con siRNA control (AM4611, 
Ambion) o con siRNA específico contra UBE2N (sentido, 5’- CCUCUUUGUU 
UGCAUUUAA[dT][dT]-3’; antisentido, 5’- UUAAAUGCAAACAAAGAGG[dT][dT]-3’) 
(Sigma-Aldrich). Las células se transfectaron a una confluencia del 70% 
utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del 
fabricante. La eficiencia del silenciamiento se comprobó mediante qRT-PCR 
[secuencia de los oligonucleótidos: sentido, 5’- CCGCAGGATCATCAAGGA-3’; 
antisentido, 5’- AAATAACGGGCGTTGCTCT-3’, usando la sonda universal Taqman 
#72 (Roche)]. Como gen de referencia se utilizó GAPDH. 24 h después, las células 
se transfectaron de nuevo con los plásmidos indicados y el ensayo de 
ubicuitinación se realizó como se describe en el apartado anterior.  
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12. Microscopía confocal de fluorescencia  
Los fibroblastos humanos y las líneas celulares U2OS y SH-SY5Y se crecieron 
en las condiciones indicadas previamente en placas de 12 pocillos conteniendo 
cubres de vidrio. 24 h tras la transfección, se retiró el medio de cultivo, se lavaron 
las células con PBS frío y se fijaron con paraformaldehído (PFA) al 4% en PBS 
durante 10 min. Tras tres lavados con PBS, se permeabilizó durante 30 min con 
Triton X-100 0,2% en PBS. Para evitar uniones inespecíficas de los anticuerpos, 
se incubaron las células con una solución de bloqueo (FBS al 10%, leche 
desnatada al 5% y Triton X-100 0,1% en PBS) durante 1 h a temperatura 
ambiente. A continuación, las muestras se incubaron con los anticuerpos 
primarios correspondientes (Tabla III) durante toda la noche a 4°C. Tras tres 
lavados con PBS, las preparaciones se incubaron con los anticuerpos secundarios 
correspondientes. Finalmente, las muestras se lavaron tres veces con PBS y, en 
los casos indicados, los núcleos celulares se tiñeron con 4’, 6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) durante 10 minutos en PBS. Tras los tres últimos lavados, las 
preparaciones se montaron en portaobjetos de vidrio usando Aqua-Poly/Mount 
(Polysciences, Inc.). Las muestras se visualizaron con un microscopio confocal 
Leica TCS SP8 (Leica, Wetzlar, Alemania) y las imágenes se procesaron con el 
software ImageJ 1.49 (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA). 
Para el estudio de la mitofagia, en los casos indicados, las células se trataron 
con carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona (CCCP) 10 µM y oligomicina 1 µM en 
medio de cultivo durante 4 h. Tras el tratamiento, las células se procesaron como 
se describe previamente en este apartado. 
 




Anti-myc Sigma-Aldrich 1:500 c3956 Anti-conejo 
Anti-HA Sigma-Aldrich 1:500 H9658 Anti-ratón 
Anti-citocromo c Invitrogen  1:300 33-8200 Anti-ratón 
Anti-TOM20 Santa Cruz Biotechnology  1:300 sc-11415 Anti-conejo 
Anticuerpos secundarios 
Texas Red Invitrogen 1:1000 T862  
Alexa-Fluor 488 Invitrogen 1:1000 A11008  
Alexa-Fluor 633 Invitrogen 1:1000 A21071  
Tabla III: Lista de anticuerpos empleados en la inmunodetección por microscopía de 
fluorescencia de las proteínas analizadas.  
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13. Métodos bioinformáticos 
Para el análisis de secuencias se creó un alineamiento múltiple utilizando las 
siguientes entradas de ortólogos de laforina de la base de datos UniprotKB [165]:  
 
Uniprot ID Organismo 
O95278 Homo sapiens 
A5PK37 Bos taurus 
Q1M199 Canis familiaris 
Q91XQ2 Rattus norvegicus 
Q9WUA5 Mus musculus 
Q5ZL46 Gallus gallus 
Q6GPD8 Xenopus laevis 
Q4S6Z3 Tetraodon nigroviridis 
A7SVW9 Nematostella vectensis 
B6KIB6 Toxoplasma gondii 
Tabla IV: Código identificativo de las secuencias empleadas en el alineamiento. 
 
Se alineó la secuencia de aminoácidos utilizando ClustalW [166] y el 
alineamiento final fue editado manualmente con BioEdit [167]. La creación de los 























1. Estudio de la dimerización de laforina 
1.1 Caracterización bioquímica de mutantes de cisteína  
Un fenómeno común a muchas proteínas es la formación de dímeros o 
multímeros a nivel fisiológico, aunque la formación de oligómeros en condiciones 
no nativas puede estar asociada también al desarrollo de algunas enfermedades 
[170]. En cuanto a las fosfatasas, la dimerización es un mecanismo habitual entre 
las proteínas fosfatasas de tirosinas que actúan como receptores [171], pero no 
es tan frecuente en el caso de fosfatasas citosólicas. En el caso de laforina, 
resultados de diversos grupos resultaban contradictorios en cuanto a la 
relevancia de la dimerización respecto a la actividad enzimática y la formación de 
un complejo con malina [29,31]. Por ello, decidimos analizar más en detalle cómo 
se llevaba a cabo dicha dimerización, y si realmente era necesaria para las 
distintas funciones conocidas de laforina. 
Resultados previos de nuestro laboratorio sugerían la participación de 
puentes disulfuro en la dimerización de laforina [31]. Para abordar esta 
posibilidad, se realizó un alineamiento múltiple donde poder localizar los 
residuos de cisteína más conservados evolutivamente en la secuencia de diversos 
ortólogos de laforina (Figura 13A). De las nueve cisteínas presentes en laforina 
humana (Figura 13B), destaca la conservación de la C266, así como de su región 
adyacente. Esto es debido a que se trata de la cisteína catalítica, ubicada en el 
sitio catalítico consenso de la familia de las DSPs. Esta cisteína ya ha sido 
estudiada previamente en la bibliografía, encontrándose que su mutación no 
impide la dimerización de laforina [29]. 
A continuación, se emplearon modelos estructurales previamente diseñados 
en nuestro laboratorio [168,169] para estudiar la posible localización de las 
distintas cisteínas en la estructura terciaria de laforina (Figura 13C), ya que hasta 
la fecha no se disponía de la estructura real de la proteína. Dado que laforina está 
constituida por dos dominios muy diferentes estructuralmente, cada uno de ellos 
está modelado de forma independiente. Por tanto, estos modelos no permiten 
estimar la posición relativa de cada dominio respecto al otro, pero permiten 
localizar las cisteínas de cada dominio. Dado que la posición relativa de las 
cisteínas en la secuencia primaria y en la terciaria no sugería un claro candidato a 
formar puentes disulfuro, se decidió estudiar simultáneamente todas las 










Se obtuvieron formas mutantes de laforina mediante mutagénesis por PCR, 
sustituyendo cada cisteína por serina. De este modo se elimina el grupo 
sulfhidrilo, responsable de la formación de puentes disulfuro, manteniendo 
propiedades similares en cuanto a estructura, tamaño y polaridad en el residuo 
modificado. La única excepción fue la mutación de las cisteínas 109 y 110, que se 
abordó como un mutante doble C109S/C110S, para evitar que la mutación 
individual de cada cisteína produjera que la adyacente realizara la interacción en 
su lugar. En conjunto, se obtuvieron las siguientes formas mutantes de laforina: 
C109/110S, C123S, C169S, C205S, C250S, C266S, C278S y C329S. Estas formas 
mutantes se expresaron en bacteria y se purificaron mediante una resina de 
amilosa (ver Material y métodos), eluyendo posteriormente por competencia con 
sustrato libre (maltosa). Esta metodología permite, al mismo tiempo, comprobar 
la funcionalidad del dominio CBM de laforina y obtener proteína pura para 
realizar ensayos enzimáticos de actividad fosfatasa. Si la mutación de la cisteína 
no afectaba a la función de este dominio, la proteína mantendría su capacidad de 
unión a carbohidratos y por tanto se uniría a la resina. Todas las formas mutantes 
pudieron purificarse por este método, con excepción del mutante C278S. Para 
comprobar si era debido a una alteración del dominio CBM que impedía la unión 
a la resina, se analizó su expresión por Western blot, utilizando un anticuerpo 
específico anti-laforina (Figura 14A). A pesar de que el resto de formas mutantes 
se expresaban correctamente, no se observó expresión de la forma mutante 









Figura 13: Análisis bioinformático de laforina. (A) Alineamiento múltiple de la secuencia de 
aminoácidos de ortólogos de laforina en distintos organismos. Se emplearon secuencias de 
vertebrados (indicados con un corchete), un invertebrado (N. vectensis) y un protozoo (T. gondii, 
los códigos de las secuencias se recogen en Material y métodos). Se destaca en amarillo las 
distintas cisteínas y se muestra en rojo la cisteína catalítica (266). (B) Esquema de los dominios 
de laforina. Se muestra en azul la posición aproximada de las nueve cisteínas, indicando a qué 
dominio pertenecen (CBM: dominio de unión a carbohidratos; DSP: dominio fosfatasa dual). (C) 
Predicción de la estructura terciaria de los dominios CBM (izquierda) y DSP (derecha) de laforina. 
Aparecen en gris los triptófanos del dominio CBM responsables de la unión a carbohidratos. Las 





A continuación, se analizó la capacidad de dimerización in vitro de las distintas 
formas mutantes, empleando electroforesis de poliacrilamida en condiciones no 
reductoras. Para ello se eliminó el DTT y el SDS del tampón de carga, ya que estos 
agentes contribuyen a desnaturalizar las proteínas, y en el caso del DTT 
eliminando además los puentes disulfuro. Se observó que tanto la forma silvestre 
como las mutantes, con excepción de C329S, formaban tanto monómeros como 
dímeros (Figura 14B). El mutante C329S, en cambio, era exclusivamente 
monomérico. Se comprobó además que incluso en presencia de un agente 
oxidante como el H2O2, que estimula la oligomerización de laforina silvestre, el 
mutante C329S se mantenía en forma monomérica. La adición de DTT, que 





Figura 14: Análisis bioquímico de los mutantes de laforina. (A) Análisis de la expresión del 
mutante de laforina C278S. Las proteínas recombinantes fueron expresadas en bacteria y 
analizadas por Western blot utilizando anticuerpos anti-laforina. Como control de expresión se 
incluyeron los mutantes C250S y C329S. (B) Ensayo de dimerización in vitro. Las proteínas 
recombinantes expresadas en bacteria y purificadas empleando una resina de amilosa (ver 
Material y métodos) se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en 
condiciones no reductoras (ausencia de SDS y DTT en el tampón de carga). Las proteínas se 
visualizaron mediante inmunodetección empleando anticuerpos anti-laforina. En el panel derecho 
se analizó la capacidad de dimerización del tipo silvestre y el mutante C329S en condiciones 
reductoras (añadiendo DTT 10 mM) u oxidantes (H2O2 10 mM). (C) Ensayo fosfatasa in vitro 
frente al sustrato artificial OMFP. Se incluyó el mutante catalíticamente inactivo C266S como 
control negativo. (D) Efecto del pH sobre la actividad catalítica de los mutantes de laforina. Se 
realizaron ensayos fosfatasa empleando diferentes condiciones de pH. Se expresan los resultados 
como porcentaje de actividad fosfatasa, tomando como 100% el pH de máxima actividad de cada 
mutante (pH = 8 en todos los casos). (E) Estudio de la actividad fosfatasa en presencia de un 
agente oxidante. Las muestras se incubaron durante 20 min con cantidades crecientes de H2O2, 
tras lo cual se midió su actividad. Ésta se expresa como porcentaje de actividad fosfatasa, 
tomando como 100% la actividad en ausencia de H2O2. La IC50 se calculó tomando la 
concentración de H2O2 en que la actividad era la mitad de la máxima. (F) Perfil de recuperación de 
la actividad de los mutantes de cisteína. Las muestras tratadas 20 min con 80 μM de H2O2 se 
incubaron durante 5 min con 10 mM del agente reductor DTT previamente a la medición de su 
actividad fosfatasa. La actividad se muestra como recuperación relativa, siendo ésta el cociente 
entre la actividad de estas muestras y la de las muestras sin tratar con H2O2, expresado en 
porcentaje. (G) Ensayo de dimerización in vitro del mutante de laforina C329S expresado en 
células de mamífero. Extractos crudos de células HEK-293 transfectadas con plásmido pCMV-
myc-laforina (tipo silvestre y C329S) se analizaron por Western blot en condiciones no reductoras, 
empleando para la detección anticuerpos anti-laforina. Las barras de error representan la 
desviación estándar de tres medidas independientes; la significación estadística, analizada 
mediante t de Student, se refiere a la actividad respecto a la de la proteína silvestre (* p<0.05, ** 










En paralelo, se examinó la actividad enzimática de los distintos mutantes 
purificados, mediante un ensayo fosfatasa in vitro sobre el sustrato artificial 
OMFP. Este sustrato da lugar a un producto coloreado al hidrolizarse, de modo 
que puede emplearse la variación de absorbancia en el tiempo para cuantificar la 
actividad fosfatasa de la proteína estudiada. Como se observa en la Figura 14C, 
todas las formas mutantes de laforina presentan una reducción significativa de la 
actividad fosfatasa excepto el mutante C329S, que mantiene unos niveles 
similares a los del tipo silvestre. El mutante C266S actúa como control negativo 
del ensayo, ya que carece de la cisteína catalítica responsable de la actividad 
fosfatasa. Cuando se estudió la influencia del pH sobre la actividad catalítica 
(Figura 14D), se comprobó que todos los mutantes presentaban una actividad 
máxima a pH 8, aunque algunos de ellos, como el C205S y el C250S, presentan 
una mayor sensibilidad a la variación del pH. 
Para una mejor caracterización de las formas mutantes se realizaron ensayos 
fosfatasa en presencia de un agente oxidante, ya que se ha descrito que las 
condiciones de oxidorreducción juegan un papel fundamental tanto para la 
dimerización como para la actividad fosfatasa de las PTPs basadas en cisteínas 
[22,23,31,172]. Para ello se añadieron cantidades crecientes de H2O2 al medio de 
reacción y, tras veinte minutos de incubación, se midió la actividad. Todos los 
mutantes presentaron una dinámica de inactivación similar a la del tipo silvestre, 
con una IC50 (concentración de H2O2 a la cual la actividad fosfatasa es la mitad de 
la máxima) entre 2,3 y 4,5 µM (Figura 14E). La única excepción fue el mutante 
C123S, que presentó una marcada resistencia a la oxidación a concentraciones 
bajas de H2O2, con una IC50 de 23,2 µM. El siguiente paso fue comprobar, en los 
distintos mutantes, la capacidad de recuperación de la actividad fosfatasa al 
añadir un agente reductor tras la oxidación. Para ello, muestras tratadas 
previamente con 80 µM de H2O2 se incubaron durante 5 minutos con una 
concentración de DTT de 10 µM, tras lo cual se midió la actividad fosfatasa. Todos 
los mutantes presentaron recuperación de la actividad fosfatasa (Figura 14F), 
aunque únicamente los mutantes C109S/C110S, C123S y C329S, que no 
corresponden al dominio DSP, presentaron una recuperación equiparable a la del 
tipo silvestre. La recuperación de los mutantes C169S, C205S y C250S se situó en 
torno al 50% de la del tipo silvestre. 
Ya que el mutante C329S era el único presente sólo en forma monomérica, 
quisimos comprobar si la ausencia de dimerización se mantenía también en 
modelos celulares eucariotas. Para ello, se transfectaron células de mamífero 
HEK-293 con construcciones de myc-laforina (tipo silvestre y C329S) y se ensayó 
su capacidad de dimerización in vitro. Mientras que la forma silvestre formó 




forma monomérica (Figura 14G). Este resultado confirma que la cisteína 329 está 
implicada en la dimerización de laforina y, en combinación con los resultados 
obtenidos en los otros mutantes, señala a la cisteína 329 como principal 
responsable de la dimerización de laforina. 
En conjunto, estos ensayos muestran que la única cisteína que afecta a la 
dimerización de laforina es la C329. La forma mutante C329S mantiene la 
funcionalidad de ambos dominios de la proteína (capacidad de unión a 
carbohidratos y actividad fosfatasa), con unos valores de actividad fosfatasa y un 
patrón de respuesta a las condiciones de oxidorreducción y a la variación del pH 
muy similares a las del tipo silvestre. Por ello, decidimos centrar nuestros 
siguientes estudios únicamente en esta forma mutante incapaz de dimerizar. 
 
1.2 Caracterización funcional del mutante C329S 
Además de su capacidad de unión a carbohidratos y su actividad fosfatasa, una 
de las características más relevantes de laforina es su capacidad de formar un 
complejo funcional con malina, capaz de promover la ubicuitinación de proteínas. 
La pérdida de la funcionalidad de este complejo (bien a través de mutaciones en 
laforina, bien de malina) es considerada una de las bases de la enfermedad de 
Lafora, por lo que quisimos estudiar si la forma mutante de laforina C329S, 
incapaz de dimerizar pero que mantiene sus propiedades catalíticas intactas, 
podía interaccionar con malina. 
Para ello empleamos el sistema de doble híbrido de levadura. El fundamento 
de esta técnica consiste en fusionar las proteínas de interés a un dominio de 
unión al ADN (LexA), o a un dominio de activación transcripcional (GAD), de 
modo que si se da interacción entre nuestras proteínas de interés, se produce un 
contacto entre ambos dominios que conduce a la expresión de un gen reportero 
que permite cuantificar la intensidad de la interacción. Se transformó la cepa 
THY-AP4 de Saccharomyces cerevisiae con construcciones de laforina (tipo 
silvestre y C329S) fusionadas al dominio de unión al ADN LexA y una 
construcción de malina unida al dominio de activación transcripcional GAD. 
Nuestros resultados indicaron que ambas formas de laforina eran capaces de 
interaccionar con malina, sin que existieran diferencias significativas en la 
intensidad de interacción (Figura 15A). La interacción con malina se confirmó, 
además, mediante coinmunoprecipitación en células de mamífero. Se 
transfectaron células HEK-293 con construcciones de myc-laforina (tipo silvestre 
y C329S) y HA-malina, y tras la lisis celular se inmunoprecipitaron las formas de 
laforina con anticuerpos contra el epítopo myc. El análisis de la fracción 




forma silvestre como el mutante C329S de laforina eran capaces de 
coinmunoprecipitar con malina (Figura 15B). En conjunto, estos ensayos 
demuestran que la forma de laforina C329S es capaz de interaccionar con malina 
con una afinidad equiparable a la del tipo silvestre. 
 
Figura 15. El mutante de laforina C329S interacciona con malina en células eucariotas. (A) 
Estudio de la interacción entre laforina y malina por doble híbrido en levadura. La cepa de 
Saccharomyces cerevisiae THY-AP4 se transformó con pEG202-laforina (tipo silvestre y C329S) y 
pACT2-malina. La intensidad de interacción se expresa en unidades de Miller, tal como se 
describe en Material y métodos. (B) Estudio de la interacción entre laforina y malina por 
coinmunoprecipitación en células de mamífero. Células HEK-293 transfectadas con pCMV-HA-
malina y pCMV-myc-laforina (tipo silvestre y C329S) o pCMV-myc-vacío se sometieron a 
inmunoprecipitación con anticuerpos anti-myc. La detección de proteínas, tanto en el extracto 
crudo (E.C., 50 µg) como en el inmunoprecipitado (IP), se realizó por Western blot con anticuerpos 
anti-HA y anti-myc. Figura representativa de tres experimentos independientes. 
 
La última etapa de este estudio consistió en comprobar si esta interacción del 
mutante C329S con malina producía la formación de un complejo funcional capaz 
de ubicuitinar a algunos de los principales sustratos descritos en la literatura. 
Para ello se transfectaron células HEK-293 con construcciones de laforina (tipo 
silvestre y C329S) y de malina, junto con una construcción de ubicuitina que 
incorpora una cola de histidinas. De este modo, las proteínas ubicuitinadas en la 
célula pueden ser purificadas tras la lisis celular, empleando una resina de 
cobalto (ver Material y métodos) y a continuación ser analizadas por Western 
blot utilizando anticuerpos específicos. La presencia de proteínas 
poliubicuitinadas da lugar a un patrón característico de tamaños moleculares 
elevados, compuesto por una sucesión de bandas correspondientes a formas de 




Uno de los sustratos ubicuitinados por el complejo laforina-malina es la propia 
laforina [35]. Se comprobó con esta metodología que, en nuestras condiciones 
experimentales, la forma mutante C329S era ubicuitinada por malina del mismo 
modo que la forma silvestre de laforina (Figura 16A). Como confirmación, 
quisimos estudiar la capacidad de ubicuitinación del complejo laforina-malina 
sobre otros sustratos. Una de las funciones principales propuestas para el 
complejo es la regulación del metabolismo del glucógeno, en cuya maquinaria se 
han identificado diversos sustratos del complejo laforina-malina [33,150]. Se 
cotransfectaron células HEK-293 con los mismos plásmidos que en el ensayo 
anterior pero añadiendo una construcción del gen de R5/PTG, que codifica para 
una proteína reguladora de la síntesis de glucógeno. Observamos que en 
presencia del mutante de laforina C329S y de malina se producía la 
ubicuitinación de R5/PTG, al igual que sucedía al emplear la forma silvestre de 
laforina (Figura 16B). Esto indica que la mutación de la cisteína 329 no afecta a la 
capacidad del complejo para ubicuitinar otros sustratos. 
 
Figura 16. El mutante de laforina C329S forma un complejo funcional con malina capaz de 
ubicuitinar sustratos. (A) Ensayo de ubicuitinación de laforina por malina. Sobreexpresión en 
células HEK-293 de pBSK-ubicuitina-6xHis, pCMV-HA-malina, pCMV-HA-vacío y pCMV-HA-
laforina (tipo silvestre y C329S). Se lisaron las células en presencia de cloruro de guanidinio 6M y 
las proteínas ubicuitinadas se purificaron por cromatografía de afinidad empleando una resina de 
cobalto, como se describe en Material y métodos. El resultado de la purificación se analizó por 
Western blot con anticuerpos anti-laforina. (B) Ensayo de ubicuitinación de R5/PTG por el 
complejo laforina-malina. Sobreexpresión en células HEK-293 de pBSK-ubicuitina-6xHis, pCMV-
HA-malina, pCMV-myc-R5/PTG y pCMV-HA-laforina (tipo silvestre y C329S). Análisis por Western 
blot empleando anticuerpos anti-myc. Unido: proteínas retenidas en la resina; E.C: extracto crudo, 




En conjunto, hemos comprobado que la dimerización de laforina tiene lugar a 
través de la cisteína 329, y que esta dimerización, estudiada a través de una 
forma mutante incapaz de dimerizar (C329S), no es necesaria para la unión a 
carbohidratos, la actividad fosfatasa ni la formación de un complejo funcional con 
malina capaz de ubicuitinar ciertos sustratos. 
 
2. Búsqueda de moduladores de la ubicuitinación mediada por el 
complejo laforina-malina 
2.1 Identificación de la E2-conjugasa implicada en el proceso de 
ubicuitinación mediado por el complejo laforina-malina 
Durante el proceso de poliubicuitinación de sustratos, las E3 ubicuitina ligasas 
de tipo RING, como malina, dependen de una enzima E2 conjugadora no sólo 
para que les suministre la ubicuitina, sino para determinar la topología de las 
cadenas formadas. Esta topología es la que condiciona el efecto que tendrán las 
cadenas de ubicuitina sobre el sustrato, y por tanto es un aspecto fundamental en 
el estudio de cualquier reacción de ubicuitinación. Por ello decidimos centrar 
esta parte del estudio en la búsqueda de la E2 específica que interacciona con el 
complejo laforina-malina.  
Hasta la fecha, la única información disponible respecto al mecanismo de 
ubicuitinación del complejo laforina-malina era, a partir de estudios de 
ubicuitinación in vitro, que algunas enzimas E2 podían considerarse candidatas a 
ser utilizadas por el complejo laforina-malina [34,35], y que todos los sustratos 
conocidos del complejo incorporan cadenas de ubicuitina unidas por la lisina 63 
(K63) [32,150,173]. Basándonos en esta especificidad del complejo laforina-
malina por las cadenas de ubicuitina en K63 decidimos comprobar si UBE2N, una 
enzima E2 que promueve específicamente la incorporación de estas cadenas, 
interaccionaba con el complejo laforina-malina in vivo. Para ello seguimos un 
abordaje ya descrito, consistente en que al mutar la cisteína catalítica de una 
enzima E2 a alanina, ésta pierde su capacidad de unir ubicuitina y, si se 
sobreexpresa dicho mutante, se produce un efecto dominante negativo, 
impidiendo la ubicuitinación dependiente de esa E2 [174,175]. Así, 
sobreexpresamos el mutante inactivo UBE2N C87A en células HEK-293 y 
comprobamos el efecto sobre la ubicuitinación de laforina por malina. Como se 
puede observar comparando las calles 2 y 3 en la Figura 17A, la sobreexpresión 
de la forma silvestre de UBE2N no supuso una diferencia en los niveles de 
ubicuitinación de laforina. Esto probablemente se deba a que las células 




ubicuitinación tenga lugar sin necesidad de su sobreexpresión. Sin embargo, la 
presencia del mutante dominante negativo de UBE2N en la calle 4 redujo 
visiblemente los niveles de ubicuitinación de laforina. 
 
Figura 17. La actividad E3 ubicuitina ligasa del complejo laforina-malina depende de la 
acción de la E2-conjugasa UBE2N. (A) Ensayo de ubicuitinación de laforina. Sobreexpresión en 
células HEK-293 de pBSK-ubicuitina-6xHis, pCMV-myc-laforina, pFLAG-malina y pCMV-HA-
UBE2N (tipo silvestre y C87A). El análisis de ubicuitinación se realizó como se ha descrito 
previamente. (B) Ensayo de ubicuitinación de R5/PTG. Sobreexpresión en células HEK-293 de 
pBSK-ubicuitina-6xHis, pCMV-myc-R5/PTG, pCMV-HA-laforina, pCMV-HA-malina y pCMV-myc-
UBE2N (tipo silvestre y C87A) o pV5-DEST-UBE2D2 (tipo silvestre y C85A). Las proteínas 
retenidas en la resina (Unido) o en los extractos crudos (E.C., 50 µg) se analizaron por Western 
blot empleando los anticuerpos indicados. Figura representativa de tres experimentos 
independientes. 
 
El efecto del mutante UBE2N C87A se comprobó también sobre otro sustrato 
del complejo laforina-malina, R5/PTG (Figura 17B). De nuevo, la sobreexpresión 
de la forma silvestre de UBE2N no afectó a la ubicuitinación de R5/PTG mediada 
por laforina y malina, pero el mutante UBE2N C87A produjo una caída drástica 
de la ubicuitinación (Figura 17B, calle 4). Para confirmar que el efecto observado 
era específico de UBE2N y no el resultado de sobreexpresar cualquier mutante 
inactivo de una enzima E2, se introdujo en el ensayo otra enzima E2, UBE2D2. Se 




dominante negativo C85A, no tenía ningún efecto sobre la ubicuitinación de 
R5/PTG. En conjunto, estos resultados sugieren que UBE2N participa 
específicamente en la ubicuitinación mediada por el complejo laforina-malina 
sobre la propia laforina y sobre R5/PTG. Para confirmar esta hipótesis mediante 
una metodología adicional, se utilizó siRNA para silenciar la expresión endógena 
de UBE2N. Se estimó por qRT-PCR que la eficiencia de silenciamiento era del 
73% aproximadamente (Figura 18A). A continuación, se sobreexpresó el 
complejo laforina-malina en las células silenciadas. Como se observa en la Figura 
18B, la disminución de los niveles endógenos de UBE2N dio lugar a una menor 
ubicuitinación de laforina por parte del complejo laforina-malina (comparar 
calles 2 y 4), lo mismo que se observó en la ubicuitinación de R5/PTG (Figura 
18C). De nuevo, la carencia de suficiente UBE2N funcional impide la correcta 
ubicuitinación mediada por el complejo laforina-malina. 
Por último, quisimos confirmar si esta relación funcional entre UBE2N y el 
complejo laforina-malina era resultado de una interacción física entre ambos. Se 
realizó un ensayo de doble híbrido en levadura para determinar si había 
interacción entre UBE2N, laforina y malina, pero no se observó ninguna 
interacción. Una posible explicación es que las interacciones entre enzimas E2 y 
E3 suelen ser muy transitorias, de modo que pueden resultar difíciles de detectar 
por algunas metodologías. Por ello, elaboramos construcciones de UBE2N 
fusionadas a CFP y las empleamos para estudiar la interacción por GFP-trap, una 
variante de la coinmunoprecipitación que emplea anticuerpos contra GFP. 
Observamos que UBE2N era capaz de inmunoprecipitar tanto con laforina como 
con malina (Figura 19), aunque con un mayor rendimiento para la segunda. Esto 
podría deberse a que UBE2N interaccione fundamentalmente con malina, y que 
laforina inmunoprecipite de forma indirecta a través de su interacción con 
malina. Curiosamente, el mutante inactivo UBE2N C87A parece tener una menor 
eficiencia de interacción con malina que su forma silvestre.  
En conjunto, todos estos resultados corroboran la participación de UBE2N en 










































Figura 18. El silenciamiento de UBE2N disminuye la actividad E3 ubicuitina ligasa del 
complejo laforina-malina. (A) Eficiencia del silenciamiento de UBE2N. Se transfectaron células 
HEK-293 con siRNA contra UBE2N o con siRNA control y se analizaron los niveles de expresión de 
UBE2N por qRT-PCR. Para los ensayos de ubicuitinación, se transfectaron células HEK-293 con 
siRNA contra UBE2N (+) o con siRNA control (-). Veinticuatro horas tras la transfección, se 
transfectaron de nuevo con pBSK-ubicuitina-6xHis, pCMV-myc-laforina y pCMV-HA-malina (B), o 
pBSK-ubicuitina-6xHis, pCMV-myc-R5/PTG, pCMV-HA-laforina y pCMV-HA-malina (C) y se 
realizaron los ensayos de ubicuitinación como se describe en Material y métodos. (B) Efecto del 
silenciamiento de UBE2N sobre la ubicuitinación de laforina. (C) Efecto del silenciamiento de 
UBE2N en la ubicuitinación de R5/PTG (los dos paneles corresponden a distintas partes del 
mismo gel). Las proteínas retenidas en la resina (Unido) o en los extractos crudos (E.C., 50 µg) se 






Figura 19. El complejo laforina-malina interacciona físicamente con UBE2N. Sobreexpresión en 
HEK-293 de pCMV-HA-laforina, pCMV-HA-malina y pECFP (vacío, UBE2N silvestre o UBE2N C87A). 
Se lisaron las células y se incubó 1,5 mg de proteína con la resina de GFP-trap (Chromotek), que une 
CFP con alta afinidad. Tras los lavados, se hirvió la resina en tampón de carga y las proteínas 
purificadas se analizaron por Western blot empleando los anticuerpos indicados. Unido: proteínas 
retenidas en la resina. E.C.: extractos crudos (50 µg). Figura representativa de tres experimentos 
independientes. 
 
2.2 Influencia de p62/SQSTM1 en el proceso de ubicuitinación mediado 
por el complejo laforina-malina 
Dado el escaso número de enzimas E2 existentes en comparación con el de E3, 
es común que una misma E2 participe en la ubicuitinación mediada por más de 
una E3. Para el caso particular de UBE2N, está descrita su interacción con TRAF6 
[176], otra E3 ubicuitina ligasa que etiqueta sustratos con cadenas K63. Se ha 
descrito que TRAF6 interacciona con p62 (SQSTM1), una proteína adaptadora 
implicada en autofagia selectiva, promoviendo su poliubicuitinación [177]. Dadas 
las similitudes entre los mecanismos de acción de TRAF6 y malina, quisimos 
comprobar si p62 tenía algún efecto sobre la actividad del complejo laforina-
malina. Para ello, sobreexpresamos laforina y malina en células HEK-293, y 
estudiamos cómo afectaba la sobreexpresión adicional de p62 a la capacidad de 
ubicuitinación del complejo. Como se puede observar en la Figura 20, la 
sobreexpresión de p62 incrementa tanto la ubicuitinación de laforina por parte 
de malina (comparar calles 3 y 4 del primer panel), como la autoubicuitinación 
de malina (comparar calles 1-2 y 3-4 en el segundo panel). Además, p62 es en sí 






Figura 20. La sobreexpresión de p62 (SQSTM1) estimula la capacidad de ubicuitinación del 
complejo laforina-malina. Se analizó el estado de ubicuitinación de los distintos sustratos en 
células HEK-293 transfectadas con pBSK-ubicuitina-6xHis, pFLAG-laforina, pCMV-HA-malina y 
pcDNA3-myc-p62. Las proteínas retenidas en la resina (Unido) o en los extractos crudos (E.C., 50 
µg) se analizaron por Western blot empleando los anticuerpos indicados. Figura representativa de 




El siguiente paso consistió en comprobar si la ubicuitinación de p62 era 
dependiente de UBE2N. Para ello se emplearon de nuevo los ensayos de 
ubicuitinación en HEK-293, sobreexpresando el mutante dominante negativo 
UBE2N C87A. En la Figura 21A se observa una disminución drástica de la 
ubicuitinación de p62 en presencia de UBE2N C87A, lo cual indica la 
participación de esta enzima E2 en su proceso de ubicuitinación. Para acabar de 
caracterizar este nuevo sustrato del complejo laforina-malina, se realizó el 
ensayo de ubicuitinación sobreexpresando construcciones de ubicuitina que 
carecían de una determinada lisina. Cada una de estas construcciones impide la 
formación de cadenas de ubicuitina unidas por la lisina mutada, pero permite el 
resto de topologías, y ya habían sido empleadas para el estudio de otros sustratos 
del complejo laforina-malina [173]. La ubicuitinación de p62 tenía lugar del 
mismo modo en presencia de ubicuitina silvestre que de ubicuitina-K48R (Figura 
21B). Sin embargo, se reducía drásticamente en presencia de ubicuitina-K63R, 
sugiriendo que las cadenas incorporadas a p62 estaban unidas por la lisina 63. 
 
Figura 21. La enzima E2 UBE2N participa en la ubicuitinación mediada por laforina y 
malina de p62, que se modifica con cadenas de ubicuitina unidas por K63. Se transfectaron 
células HEK-293 con pBSK-ubicuitina-6xHis, pFLAG-laforina, pFLAG-malina, pcDNA3-myc-p62 y 
pCMV-HA-UBE2N (tipo silvestre y C87A) (A), o con pFLAG-laforina, pCMV-HA-malina, pcDNA3-
myc-p62 y pBSK-ubicuitina-6xHis (tipo silvestre, K48R y K63R) (B) y se realizó el ensayo de 
ubicuitinación como se describe en Material y métodos. (A) Participación de UBE2N en la 
ubicuitinación de p62. (B) Topología de la reacción de ubicuitinación. Las proteínas retenidas en 
la resina (Unido) o en los extractos crudos (E.C., 50 µg) se analizaron por Western blot empleando 




Para comprobar si esta estimulación de la ubicuitinación en presencia de p62 
era debida a una interacción directa con el complejo laforina-malina, se realizó 
un ensayo de inmunoprecipitación por GFP-trap. Como se observa en la Figura 
22, la sobreexpresión de CFP-laforina no basta para producir una interacción con 
p62 (calle 3), siendo necesaria la presencia de malina (calle 4). Para comprobar si 
esta interacción era dependiente del estado de ubicuitinación de los 
componentes, se incluyeron en el ensayo UBE2N en su forma silvestre y la forma 
mutante C87A. El complejo ternario laforina-malina-p62 mantenía la capacidad 
de interaccionar con UBE2N (calle 5) e, incluso, al sobreexpresar el mutante 
C87A (calle 6), lo cual sugiere que la interacción observada no es debida al 
dominio de unión a ubicuitina (UBA) que posee p62. 
 
Figura 22. p62 interacciona físicamente con el complejo laforina-malina. Se transfectaron 
células HEK-293 con pECFP (vacío o con laforina), pCMV-HA-malina, pcDNA3-myc-p62 y pCMV-
myc-UBE2N (tipo silvestre y C87A). Se lisaron las células y se incubó 1,5 mg de proteína con la 
resina de GFP-trap (Chromotek). Tras los lavados, se hirvió la resina en tampón de carga y las 
proteínas purificadas se analizaron por Western blot empleando los anticuerpos indicados. Unido: 






A continuación, se confirmó esta interacción por inmunofluorescencia. Debido 
al pequeño tamaño de las células HEK-293 empleadas en los experimentos 
anteriores, decidimos realizar este análisis en células de osteosarcoma humano 
U2OS, que permiten una mejor distinción de los compartimentos subcelulares. 
Una vez transfectadas con construcciones de laforina, malina y p62, se procedió a 
su estudio por microscopía confocal de fluorescencia (Figura 23). Como se 
observa en el panel 1, al expresar únicamente malina y p62, malina muestra una 
localización nuclear, como ya se ha descrito previamente [178], mientras que p62 
adopta una distribución puntuada que no colocaliza con malina. Al añadir CFP-
laforina se observa que malina deja de localizar en el núcleo, pasando a formar 
estructuras puntuadas en las que colocalizan las tres proteínas (panel 2). Estas 
estructuras puntuadas se observan también al cotransfectar CFP-laforina y 
malina (panel 3) y, en cierta medida, CFP-laforina y p62 (panel 4), mientras que 
no se forman al transfectar CFP individualmente (panel 5). Por tanto, en 
presencia de CFP-laforina se forman unas estructuras puntuadas, en las cuales 
colocalizan malina y p62. Dado que p62 actúa como adaptador de la autofagia 
selectiva, quisimos comprobar si estas estructuras tenían relación con dicho 
proceso. Para ello se incluyó en el ensayo una construcción de GFP-LC3, una 
proteína anclada a la membrana del autofagosoma [179] y cuya interacción con 
p62 ya ha sido previamente descrita [125]. En el panel 1 de la Figura 24 
observamos la formación de estructuras puntuadas de LC3 que colocalizan con 
p62. Estas estructuras de LC3 no se forman si en lugar de p62 cotransfectamos 
con laforina y malina (panel 2). Sin embargo, sí que se produce una colocalización 
de todas ellas si a la combinación anterior se añade p62 (panel 3). Además, si 
transfectamos las células con GFP vacío en vez de GFP-LC3 (panel 4), las 
estructuras puntuadas entre laforina, malina y p62 siguen formándose sin 
colocalizar con la fluorescencia de GFP, lo cual confirma la especificidad de la 















































Figura 23. Colocalización del complejo laforina-malina y p62 por microscopía de 
fluorescencia. Se transfectaron células U2OS con pECFP (vacío o con laforina), pCMV-HA-malina 
y pcDNA3-myc-p62. La localización subcelular de las distintas proteínas se analizó por 
fluorescencia directa (en el caso de las proteínas unidas a CFP) o por inmunofluorescencia 
empleando anticuerpos anti-HA y anti-myc, como se describe en Material y métodos. La 
fluorescencia asociada a las distintas proteínas se analizó por microscopía confocal. La última 
imagen de cada panel representa una composición de las distintas señales de fluorescencia. 




































Figura 24. Las estructuras puntuadas que contienen laforina, malina y p62 colocalizan con 
LC3. Se transfectaron células U2OS con pEGFP (vacío o con LC3, un marcador de autofagosomas), 
pFLAG-laforina, pCMV-HA-malina y pcDNA3-myc-p62. La localización subcelular de las distintas 
proteínas se analizó por fluorescencia directa (en el caso de las proteínas unidas a GFP) o por 
inmunofluorescencia empleando anticuerpos anti-HA y anti-myc, como se describe en Material y 
métodos. La fluorescencia asociada a las distintas proteínas se analizó por microscopía confocal. 
La última imagen de cada panel representa una composición de las distintas señales de 
fluorescencia. Barra: 30 µm. Figura representativa de tres experimentos independientes. 
 
En conjunto, estos resultados sugieren que hay una interacción física y 
funcional entre el complejo laforina-malina y p62 que estimula la capacidad de 
ubicuitinación del complejo, y que esta interacción tiene lugar en la zona de 




3. Implicación del complejo laforina-malina en la regulación de 
la autofagia 
3.1 Búsqueda de sustratos del complejo laforina-malina en la 
maquinaria autofágica 
Los resultados previos sugerían un vínculo entre la función del complejo 
laforina-malina y la maquinaria de autofagia, algo que ya se había descrito tanto 
en modelos murinos como en fibroblastos de pacientes, donde se han observado 
defectos en la autofagia en ausencia de cualquiera de ambas proteínas [155,180]. 
Sin embargo, el mecanismo específico por el cual laforina y malina intervienen en 
este proceso se desconoce por el momento. 
Otra de las funciones conocidas de TRAF6, la E3 ubicuitina ligasa que emplea 
UBE2N para introducir cadenas K63 en sus sustratos y que interactúa con p62, es 
la inducción de la autofagia a través de la ubicuitinación de beclina1 [119]. 
Beclina1 es un regulador central de la autofagia, capaz de formar complejos con 
una amplia serie de cofactores para regular distintas etapas del proceso (ver 
[181]). Por este motivo, quisimos comprobar si laforina y malina mostraban 
algún tipo de interacción con beclina1 y sus distintos cofactores. 
En primer lugar, se analizó mediante la técnica de GFP-trap si había una 
interacción física entre el complejo laforina-malina y beclina1. Se transfectaron 
células HEK-293 con los plásmidos correspondientes a dichas proteínas y se 
observó que laforina interaccionaba con beclina1, pero sólo cuando se 
sobreexpresaba malina (Figura 25A, calle 3). Para comprobar si esta interacción 
conducía a una relación funcional entre las proteínas implicadas, se llevó a cabo 
un ensayo de ubicuitinación en HEK-293, en el cual observamos que beclina1 era 
un sustrato ubicuitinable por el complejo laforina-malina (Figura 25B). Malina, 
debido a los niveles endógenos de laforina en las células, era capaz de ubicuitinar 
a beclina1 aunque laforina no estuviera sobreexpresada (calle 3 del primer 
panel). Curiosamente, la presencia de beclina1 disminuía la capacidad de malina 
de ubicuitinar a laforina (comparar calles 1 y 4 del segundo panel). A 
continuación, el uso de mutantes de ubicuitina nos permitió establecer que esta 
ubicuitinación tenía lugar mediante cadenas en K63 (Figura 25C), ya que la 
ubicuitinación se producía del mismo modo en presencia de ubicuitina normal y 
de la forma mutante K48R, pero se inhibía por completo con el mutante K63R 
(comparar calles 3, 4 y 5). Como control positivo de la reacción se incluyó TRAF6, 
que como está descrito, ubicuitina a beclina1 en K63 (calles 6, 7 y 8). Esto nos 
permitió comprobar que TRAF6, al igual que malina, también es capaz de 
ubicuitinar a laforina en K63, lo cual suponía un nuevo paralelismo entre estas 













Figura 25. El complejo laforina-malina interacciona con beclina1 y promueve su 
ubicuitinación. Sobreexpresión de pECFP (vacío o con laforina), pCMV-HA-malina y pcDNA3-
myc-beclina1 (A), pBSK-ubicuitina-6xHis, pCMV-myc-laforina, pFLAG-malina y pcDNA3-myc-
beclina1 (B) o pBSK-ubicuitina-6xHis (tipo silvestre, K48R o K63R), pCMV-myc-laforina, pFLAG-
malina, pCMV-FLAG-TRAF6 y pcDNA3-myc-beclina1 (C) en células HEK-293. Los ensayos de 
interacción por GFP-trap y de ubicuitinación se realizaron como se describe en Material y 
métodos y las proteínas purificadas se analizaron por Western blot empleando los anticuerpos 
indicados. Unido: proteínas retenidas en la resina. E.C.: extractos crudos (50 µg). (A) Ensayo de 
interacción entre el complejo laforina-malina y beclina1. (B) Ubicuitinación de beclina1 mediada 
por el complejo laforina-malina. (C) Topología de la ubicuitinación de beclina1 y laforina por 




El ensayo de interacción mediante GFP-trap mostró que TRAF6 es capaz de 
interaccionar con laforina incluso en ausencia de malina (Figura 26A, calles 1 y 
2), siendo la interacción más intensa cuando malina está presente (calle 3). Sin 
embargo, esta interacción parece disminuir al sobreexpresar beclina1 (calle 4), lo 
cual puede deberse a que beclina1 y TRAF6 interaccionen con la misma 
superficie de laforina, y por tanto se pueda dar una competición entre ambas. 
Esta interacción, en cambio, no conlleva la ubicuitinación de TRAF6 por malina, 
como se muestra en la Figura 26B.  
Estos resultados suponen una primera evidencia respecto al punto de la 
cascada de señalización de autofagia en el que pueden actuar laforina y malina. 
Por ello, decidimos ampliar a partir de aquí nuestro estudio a otros factores 












Figura 26. El complejo laforina-malina interacciona con, pero no ubicuitina, a TRAF6. 
Sobreexpresión de pECFP (vacío o con laforina), pFLAG-malina, pCMV-FLAG-TRAF6 y pcDNA3-
myc-beclina1 (A) o pBSK-ubicuitina-6xHis, pCMV-myc-laforina, pCMV-HA-malina y pCMV-FLAG-
TRAF6 (B) en células HEK-293. Los ensayos de interacción por GFP-trap y de ubicuitinación se 
realizaron como se describe en Material y métodos y las proteínas purificadas se analizaron por 
Western blot empleando los anticuerpos indicados. Unido: proteínas retenidas en la resina. E.C.: 
extractos crudos (50 µg). (A) Ensayo de interacción entre el complejo laforina-malina y TRAF6. 
(B) Ensayo de ubicuitinación de TRAF6 por el complejo laforina-malina. Figura representativa de 








3.2 Relación entre laforina y malina y el complejo central de beclina1 
Para la formación de los distintos complejos que regulan la autofagia, beclina1 
debe formar previamente un núcleo central junto a Vps15 y Vps34, alrededor del 
cual se desarrollan el resto de interacciones. Dada la relación funcional entre 
beclina1 y el complejo laforina-malina, quisimos comprobar si éstas ejercían 
alguna actividad sobre Vps15 y Vps34. 
El ensayo de interacción por GFP-trap mostró que el complejo laforina-malina 
era capaz de interaccionar tanto con Vps15 como con Vps34 (Figura 27A, calle 3), 
pero que esta interacción no se daba con laforina sola (calle 2). Además, la 
interacción se producía incluso sin necesidad de sobreexpresar beclina1 
(comparar calles 3 y 4). Cuando se realizó el ensayo de ubicuitinación, se observó 
que tanto Vps15 como Vps34 eran sustratos ubicuitinables por el complejo 
laforina-malina (Figura 27B). 
Por lo tanto, el complejo laforina-malina es capaz de interaccionar con el 
núcleo central de regulación de la autofagia compuesto por beclina1, Vps15 y 






Figura 27. El complejo laforina-malina interacciona con y ubicuitina a Vps15 y Vps34. 
Sobreexpresión de pECFP (vacío o con laforina), pFLAG-malina, pVitro2-hygro-N-myc-
hVps34/hVps15-C-V5-his y pcDNA3-myc-beclina1 (A) o pBSK-ubicuitina-6xHis, pFLAG-laforina, 
pFLAG-malina, pVitro2-hygro-N-myc-hVps34/hVps15-C-V5-his y pcDNA3-myc-beclina1 (B) en 
células HEK-293. Los ensayos de interacción por GFP-trap y de ubicuitinación se realizaron como 
se describe en Material y métodos y las proteínas purificadas se analizaron por Western blot 
empleando los anticuerpos indicados. Unido: proteínas retenidas en la resina. E.C.: extractos 
crudos (50 µg). (A) Ensayo de interacción del complejo laforina-malina con Vps15 y Vps34. (B) 
Ensayo de ubicuitinación de Vps15 y Vps34 por el complejo laforina-malina. Figura 





3.3 Búsqueda de moduladores de la autofagia posteriores a beclina1 
Cuando se induce la autofagia, dos proteínas con las que beclina1 establece 
distintos complejos durante la formación y maduración del autofagosoma son 
Atg14L y UVRAG [116,117]. Además, en condiciones de inhibición de la autofagia, 
Bcl-2 forma un complejo con beclina1, reduciendo su actividad proautofágica 
[182]. Decidimos analizar la posible relación entre el complejo laforina-malina y 
estas tres proteínas. En la Figura 28A se observa que no hay una interacción 
física entre UVRAG y el complejo laforina-malina, analizada mediante ensayos de 
GFP-trap. Sin embargo, UVRAG se ubicuitina en presencia de laforina y malina 
(Figura 28B). Esta ubicuitinación se ve reducida al sobreexpresar beclina1 
(comparar calles 3 y 4), fenómeno que se produce también en la ubicuitinación 











Figura 28. El complejo laforina-malina ubicuitina, pero no interacciona, a UVRAG. 
Sobreexpresión de pECFP (vacío o con laforina), pCMV-HA-malina, pcDNA5-FLAG-UVRAG y 
pcDNA3-myc-beclina1 (A) o pBSK-ubicuitina-6xHis, pCMV-myc-laforina, pCMV-HA-malina, 
pcDNA5-FLAG-UVRAG y pcDNA3-myc-beclina1 (B) en células HEK-293. Los ensayos de 
interacción por GFP-trap y de ubicuitinación se realizaron como se describe en Material y 
métodos y las proteínas purificadas se analizaron por Western blot empleando los anticuerpos 
indicados. Unido: proteínas retenidas en la resina. E.C.: extractos crudos (50 µg). (A) Ensayo de 
interacción entre el complejo laforina-malina y UVRAG. (B) Ensayo de ubicuitinación de UVRAG 
por el complejo laforina-malina. La ubicuitinación de laforina por malina se incluye como control 
de la reacción. Se detectó un descenso de la ubicuitinación de ambos sustratos por malina tras la 





En el caso de Atg14L y Bcl-2, no se observó interacción con el complejo 
laforina-malina (Figura 29A). Sin embargo, Atg14L también fue un sustrato 
ubicuitinable por el complejo laforina-malina (Figura 29B), reduciéndose de 
nuevo la ubicuitinación de Atg14L y laforina tras la sobreexpresión de beclina1 
(comparar calles 3 y 4). Por el contrario, laforina y malina no ubicuitinan a Bcl-2 
(Figura 29C). Al estudiar el patrón de ubicuitinación de laforina en presencia o 
ausencia de Bcl-2, se observó que la sobreexpresión de Bcl-2 inhibía 
completamente la ubicuitinación de laforina por malina (segundo panel, 
comparar calles 1 y 4). 
 
 
Figura 29. El complejo laforina-malina, sin interacción física directa, ubicuitina a Atg14L, 
pero no a Bcl-2. Sobreexpresión de pECFP (vacío o con laforina), pCMV-HA-malina, pcDNA3-
FLAG-Atg14L y pcDNA3-FLAG-Bcl-2 (A), o pBSK-ubicuitina-6xHis, pCMV-myc-laforina, pCMV-HA-
malina, pcDNA3-myc-beclina1 y pcDNA3-FLAG-Atg14L (B) o pcDNA3-FLAG-Bcl-2 (C) en células 
HEK-293. Los ensayos de interacción por GFP-trap y de ubicuitinación se realizaron como se 
describe en Material y métodos y las proteínas purificadas se analizaron por Western blot 
empleando los anticuerpos indicados. Unido: proteínas retenidas en la resina. E.C.: extractos 
crudos (50 µg). (A) Ensayo de interacción de Atg14L y Bcl-2 con el complejo laforina-malina. (B) 
Ensayo de ubicuitinación de Atg14L por el complejo laforina-malina. La ubicuitinación de laforina 
por malina se incluye como control de la reacción. Se detectó un descenso de la ubicuitinación de 
ambos sustratos por malina tras la sobreexpresión de beclina1. (C) Ensayo de ubicuitinación de 
Bcl-2 por el complejo laforina-malina. La sobreexpresión de Bcl-2 inhibe la ubicuitinación de 








3.4 Búsqueda de moduladores de la autofagia previos a beclina1 
Cuando se induce la autofagia por inhibición de mTOR, uno de los principales 
eventos que se produce es la activación consecutiva de dos proteínas: ULK1 y 
AMBRA1. Esta activación tiene lugar a través de la ubicuitinación de ULK1 por 
TRAF6 [113], que promueve la formación de los distintos complejos en los que 
participa beclina1. Entre ellos, la unión a AMBRA1 permite a beclina1 migrar al 
retículo endoplásmico y realizar su función [111]. Quisimos estudiar si estos 
reguladores de la autofagia tenían alguna relación funcional con el complejo 
laforina-malina. Para ello, seguimos la misma metodología empleada 
anteriormente: para cada caso se realizó un ensayo de interacción por GFP-trap a 
partir de sobreexpresión en células HEK-293, seguido de un ensayo de 
ubicuitinación. Como se muestra en la Figura 30A, no se observa una interacción 
entre ULK1 y el complejo laforina-malina, ni siquiera tras la sobreexpresión de 
otros componentes de la maquinaria de autofagia relacionados con laforina y 
malina, como p62 y beclina1. Al realizar el ensayo de ubicuitinación, se observa 










Figura 30. El complejo laforina-malina no interacciona con, ni ubicuitina a, ULK1. 
Sobreexpresión de pECFP (vacío o con laforina), pFLAG-malina, pcDNA3.1-HA-ULK1, pcDNA3-
myc-beclina1 y pcDNA3-myc-p62 (A) o pBSK-ubicuitina-6xHis, pCMV-myc-laforina, pFLAG-
malina y pcDNA3.1-HA-ULK1 (B) en células HEK-293. Los ensayos de interacción por GFP-trap y 
de ubicuitinación se realizaron como se describe en Material y métodos y las proteínas 
purificadas se analizaron por Western blot empleando los anticuerpos indicados. Unido: proteínas 
retenidas en la resina. E.C.: extractos crudos (50 µg). (A) Ensayo de interacción entre el complejo 
laforina-malina y ULK1. (B) Ensayo de ubicuitinación de ULK1 por el complejo laforina-malina. 









Se obtuvieron resultados similares en el caso de AMBRA1: no se detectó una 
interacción física con el complejo laforina-malina, ni fue ubicuitinado por el 
complejo (Figura 31). Estos resultados sugieren que el complejo laforina-malina 
no participa en la regulación de la autofagia en etapas anteriores a la activación 
de beclina1.  
En conjunto, hemos identificado un nuevo grupo de interacción del complejo 
laforina-malina formado por beclina1, Vps15 y Vps34, que además son 
ubicuitinados como resultado de dicha interacción. Los cofactores de beclina1, 
UVRAG y Atg14L, también son ubicuitinados por el complejo laforina-malina, 
mientras que el inhibidor de la autofagia Bcl-2 inhibe la capacidad de malina de 
ubicuitinar a laforina. Estas relaciones entre los cofactores de beclina1 y el 
complejo laforina-malina se dan sin que medie una interacción física detectable, 
por lo que es posible que los distintos resultados obtenidos en los ensayos de 
ubicuitinación sean debidos a una interacción indirecta mediada por beclina1. No 
parece haber una relación, ni en cuanto a interacción física ni en cuanto a 
ubicuitinación, entre el complejo laforina-malina y los reguladores que actúan 
previamente a beclina1 en la señalización de la autofagia, como ULK1 y AMBRA1. 
Sin embargo, TRAF6, que es capaz de unirse y activar por ubicuitinación a 
beclina1, también se une y ubicuitina a laforina, sugiriendo una equivalencia 










Figura 31. El complejo laforina-malina no interacciona ni ubicuitina a AMBRA1. 
Sobreexpresión de pECFP (vacío o con laforina), pCMV-HA-malina, pMyc-AMBRA1, pcDNA3-myc-
beclina1 y pcDNA3-myc-p62 (A) o pBSK-ubicuitina-6xHis, pCMV-myc-laforina, pCMV-HA-malina, 
pFLAG-AMBRA1 y pcDNA3-myc-beclina1 (B) en células HEK-293. Los ensayos de interacción por 
GFP-trap y de ubicuitinación se realizaron como se describe en Material y métodos y las proteínas 
purificadas se analizaron por Western blot empleando los anticuerpos indicados. Unido: proteínas 
retenidas en la resina. E.C.: extractos crudos (50 µg). (A) Ensayo de interacción entre el complejo 
laforina-malina y AMBRA1. (B) Ensayo de ubicuitinación de AMBRA1 por el complejo laforina-









3.5 Estudio de la participación de laforina y malina en la mitofagia 
dependiente de parkina 
Estos resultados muestran por primera vez el mecanismo por el cual el 
complejo laforina-malina puede estar regulando la autofagia, resaltando la 
posible importancia de este proceso en el desarrollo de la enfermedad. Por ello 
quisimos estudiar si las alteraciones en morfología y función mitocondrial 
descritas en fibroblastos de pacientes de la enfermedad [159] eran consecuencia 
de una incorrecta degradación mitocondrial por autofagia, proceso conocido 
como mitofagia. El modo principal por el cual se realiza esta degradación de 
mitocondrias dañadas es a través de la ruta regulada por parkina. Brevemente, 
cuando se produce un daño en la membrana mitocondrial, la E3 ubicuitina ligasa 
parkina se transloca del citosol a la mitocondria, promoviendo una serie de 
ubicuitinaciones que desencadenan la degradación por autofagia de la porción 
mitocondrial dañada [183]. 
En primer lugar, quisimos comprobar si, en respuesta a un daño mitocondrial, 
laforina y malina se translocaban a la mitocondria para inducir una respuesta 
autofágica. Este daño mitocondrial se realizó mediante el tratamiento de las 
células con CCCP y oligomicina, cuya acción combinada de desacoplamiento 
mitocondrial e inhibición de la ATP sintasa ya ha sido empleada para el estudio 
de la mitofagia regulada por parkina [183]. Se utilizaron células de 
neuroblastoma humano SH-SY5Y, que constituyen un mejor modelo para el 
estudio de la distribución mitocondrial. Las células se transfectaron con 
construcciones de laforina y malina. Veinticuatro horas tras la transfección se 
realizó el tratamiento con CCCP y oligomicina. La localización subcelular de 
laforina y malina se analizó a continuación mediante microscopía confocal de 
fluorescencia, empleando como marcador mitocondrial un anticuerpo contra 
citocromo c. Como se muestra en la Figura 32, laforina y malina colocalizan tanto 
en condiciones control como tras el tratamiento con CCCP y oligomicina (paneles 
1 y 3). Sin embargo, en ninguna de estas condiciones se ve una translocación de 








Figura 32. Laforina y malina no se translocan a la mitocondria al tratar con CCCP. Se 
transfectaron células SH-SY5Y con pCMV-myc-laforina y pCMV-HA-malina. Cuando se indica, las 
células fueron tratadas 24 h después de la transfección con CCCP 10 µM y oligomicina 1 µM 
durante 4 h. La localización subcelular de las distintas proteínas se analizó por 
inmunofluorescencia empleando anticuerpos anti-HA, anti-myc y anti-citocromo c, como se 
describe en Material y métodos. La fluorescencia asociada a las distintas proteínas se analizó por 
microscopía confocal. La última imagen de cada panel representa una composición de las 






El que no se observe una migración del complejo laforina-malina una vez 
producido el daño mitocondrial no descarta que puedan estar actuando sobre el 
reclutamiento de parkina a la mitocondria tras el tratamiento, por lo que 
decidimos estudiar si había un defecto en dicho proceso en células SH-SY5Y 
silenciadas para laforina. Se estimó por Western blot, cuantificando los niveles 
endógenos de laforina, que la eficiencia del silenciamiento era de alrededor del 
60% (Figura 33A). Como se observa en la Figura 33B, el reclutamiento de parkina 
a la mitocondria sucede de un modo equivalente en células silenciadas contra 
laforina y en células tratadas con un siRNA control (comparar paneles 1-3 y 2-4). 
La sobreexpresión de laforina y malina en células SH-SY5Y tampoco pareció 
afectar a la translocación de parkina a la mitocondria (paneles 5 y 6), 




Figura 33. La translocación de parkina a la mitocondria no se ve afectada por la presencia 
o ausencia de laforina y malina. (A) Células SH-SY5Y se transfectaron con pSUPER-GFP-siRNA 
(control o laforina). La eficiencia del silenciamiento se determinó analizando los niveles 
endógenos de laforina por Western blot usando anticuerpos anti-laforina. Las bandas se 
cuantificaron por densitometría empleando el software Image Studio Lite (LI-COR) (B) Células 
SH-SY5Y se transfectaron con pRK5-HA-parkina y pSUPER-GFP-siRNA (siRNA control: paneles 1 
y 2; siRNA laforina: paneles 3 y 4), o con pEGFP-parkina, pCMV-myc-laforina y pCMV-HA-malina 
(paneles 5 y 6). En los paneles 2, 4 y 6, las células se trataron 24 h después de la transfección con 
CCCP 10 µM y oligomicina 1 µM durante 4 h. La localización subcelular de las distintas proteínas 
se analizó bien por fluorescencia directa (construcciones con GFP: en los paneles 1-4, los 
plásmidos de silenciamiento expresan GFP junto al correspondiente siRNA; paneles 5 y 6: GFP-
parkina), bien por inmunofluorescencia empleando anticuerpos anti-HA, anti-myc, anti-TOM20 o 
anti-citocromo c. Los núcleos celulares se tiñeron con DAPI. La fluorescencia asociada a las 
distintas proteínas se analizó por microscopía confocal. La última imagen de cada panel 
representa una composición de las distintas señales de fluorescencia. Barra: 10 µm. Figura 










Para confirmar este resultado, se repitió el ensayo en fibroblastos procedentes 
de pacientes de enfermedad de Lafora. Como se muestra en la Figura 34, en 
condiciones control parkina presenta una distribución difusa en el citoplasma 
tanto en fibroblastos de individuos sanos como en pacientes con mutaciones en 
laforina o en malina (paneles 1, 3 y 5). Tras el tratamiento con CCCP y 
oligomicina, se observó un reclutamiento similar de parkina a la mitocondria en 
las células de pacientes y en las de individuos sanos (paneles 2, 4 y 6). Esto 
sugiere que no hay un defecto en la translocación de parkina a la mitocondria en 
ausencia de laforina o malina funcionales. 
En resumen, no parece haber una alteración en la mitofagia dependiente de 
parkina en células de pacientes de enfermedad de Lafora. Los defectos en 
morfología y función mitocondrial pueden ser debidos a alteraciones en otras 
etapas de la ruta, a rutas de mitofagia independientes de parkina, o a defectos en 
la maquinaria general de autofagia. Esta última posibilidad se apoya en el hecho 
de que, en ausencia de laforina o malina, no se produciría la ubicuitinación del 
complejo central de beclina1 y sus reguladores posteriores, lo que es probable 











Figura 34. Parkina se recluta a la mitocondria en fibroblastos humanos de pacientes de 
enfermedad de Lafora. Se transfectaron con pEGFP-parkina fibroblastos humanos de individuos 
sanos (control) o con mutaciones en el gen de laforina o el de malina (laforina y malina 
respectivamente, ver Material y métodos). En los paneles 2, 4 y 6, las células se trataron 24 h 
después de la transfección con CCCP 10 µM y oligomicina 1 µM durante 4 h. La localización 
subcelular de las distintas proteínas se analizó bien por fluorescencia directa (GFP-parkina), bien 
por inmunofluorescencia empleando anticuerpos anti-citocromo c, y los núcleos celulares se 
tiñeron con DAPI. La fluorescencia asociada a las distintas proteínas se analizó por microscopía 
confocal. La última imagen de cada panel representa una composición de las distintas señales de 






























1. Estudio de la dimerización de laforina 
Más de cien años tras su descubrimiento, muchos de los aspectos relacionados 
con la enfermedad de Lafora siguen siendo una incógnita. Durante las dos últimas 
décadas se han hecho grandes avances, desde la identificación de los dos genes 
que la causan [10,17,184] hasta la descripción de nuevos procesos alterados en la 
patología más allá de la acumulación de carbohidratos aberrantes [158-160,178]. 
A pesar de la aparente diversidad de estos procesos, el hecho de que las 
alteraciones observadas en todos ellos sean consecuencia de la mutación en los 
mismos dos genes hace necesario un mejor estudio del mecanismo molecular por 
el que actúan laforina y malina, tanto en sus funciones conjuntas como en sus 
posibles funciones independientes. Por ello, en este trabajo quisimos abordar el 
estudio de algunas características funcionales de ambas proteínas. 
En el caso de laforina, el papel de la dimerización en su actividad catalítica era 
motivo de debate en el momento en que se inició este trabajo. La dimerización u 
oligomerización de proteínas es un mecanismo muy común, que permite desde la 
formación u ocultación de sitios activos, hasta la regulación alostérica y la 
formación de canales de membrana. La dimerización de otras proteínas de la 
superfamilia de las PTP ya había sido previamente descrita, entre ellas la de VH1 
[185], una proteína con una estructura similar a la de laforina, y la de SEX4, un 
equivalente funcional de laforina en plantas [31]. En el momento en que dio 
comienzo este trabajo, existía controversia en la literatura en cuanto a si la 
dimerización de laforina era necesaria para su actividad fosfatasa [29], o bien si 
la proteína se hallaba principalmente en forma monomérica y era catalíticamente 
funcional en este estado, como sugerían resultados obtenidos en nuestro 
laboratorio [31]. Adicionalmente, también se había descrito que su dimerización 
era dependiente del estado de oxidorreducción, lo cual sugería que la 
dimerización se producía a través de la formación de puentes disulfuro. 
Partiendo de esta base, quisimos determinar cómo tenía lugar esta 
dimerización, y hasta qué punto participaba en las distintas funciones descritas 
para laforina. El alineamiento de la secuencia de laforina en distintos organismos 
mostró un alto grado de conservación tanto de las distintas cisteínas como de sus 
residuos adyacentes, sugiriendo un posible rol estructural de estos aminoácidos. 
Para comprobar si alguno de ellos participaba en puentes disulfuro implicados en 
la formación de dímeros, realizamos mutaciones individuales de cada una de 
estas cisteínas a serina, lo cual impide la formación de puentes disulfuro pero 
mantiene unas propiedades fisicoquímicas similares. De las nueve cisteínas de 
laforina obtuvimos ocho formas mutantes, ya que decidimos abordar las cisteínas 




C109S/C110S. Una de las formas mutantes, la C278S, no pudo ser incluida en el 
estudio, ya que producía una forma inestable que no fuimos capaces de expresar 
ni en células bacterianas, ni de levadura. Al situar esta cisteína en las 
predicciones estructurales de laforina realizadas vimos que se localizaba dentro 
de una de las hélices que forman parte del núcleo catalítico. Esto, junto a su 
proximidad a nivel de secuencia a la cisteína catalítica (C266), sugería una 
alteración estructural severa como consecuencia de la mutación, por lo que 
decidimos no profundizar más en su estudio. 
El empleo de electroforesis en condiciones no reductoras ya había sido 
utilizado previamente para estudiar el estado de dimerización de laforina [31]. Al 
aplicarlo a las distintas formas mutantes obtenidas, la mayoría de ellas, al igual 
que la proteína silvestre, forman tanto dímeros como monómeros, mientras que 
la mutación de la cisteína 329, situada prácticamente en el extremo C-terminal, 
más allá del dominio fosfatasa, da lugar a una forma de laforina que no dimeriza. 
A nivel funcional, la actividad de laforina está definida por su capacidad para 
unirse a carbohidratos y defosforilarlos, siendo el miembro fundador de la 
familia de las fosfatasas de carbohidratos [24]. Ninguna de las ocho mutaciones 
de cisteína incluidas en el estudio afecta a la unión de laforina a carbohidratos, lo 
cual sugiere que ninguna afecta drásticamente a la estructura de su dominio de 
unión a carbohidratos. En cuanto a su actividad fosfatasa, todos los mutantes, con 
excepción del C329S, muestran una disminución significativa de la actividad 
fosfatasa, lo cual sugiere que estas mutaciones, sin llegar a producir una 
desestructuración severa de la proteína, impiden que las condiciones necesarias 
para la actividad catalítica de laforina sean óptimas. La mayor sensibilidad a las 
variaciones de pH de algunos de estos mutantes, como el C205S y el C250S, 
parece corroborar esta observación. 
Un factor a tener en cuenta es que el sustrato empleado en los ensayos de 
actividad fosfatasa presenta diferencias estructurales frente a los sustratos 
fisiológicos de laforina. El OMFP es un sustrato artificial comúnmente utilizado 
para el estudio de otras fosfatasas de especificidad dual, ya que su pequeño 
tamaño le permite un fácil acceso al surco catalítico [186,187]. Laforina, en 
cambio, actúa sobre cadenas de carbohidratos complejos, de mayor longitud y 
tamaño. Es posible que alguna de las mutaciones estudiadas dé lugar a 
alteraciones conformacionales en el surco catalítico que podrían afectar a la 
actividad sobre carbohidratos. Sin embargo, puede que el OMFP, con su reducido 
tamaño, se vea menos afectado por estas alteraciones, de modo que algunas de 
ellas no sean observables a través de nuestros ensayos. 
El ensayo de la actividad fosfatasa en condiciones de oxidación crecientes 




inhibición de actividad similar al del tipo silvestre, así como que todos son 
capaces de recuperar, al menos parcialmente, su actividad fosfatasa cuando se 
restauran las condiciones reductoras. Resulta interesante destacar que los 
cambios más drásticos de actividad fosfatasa se dan en la mutación de las 
cisteínas del dominio DSP (C169, C205, C250), ya que son los únicos que 
presentan defectos en la recuperación relativa de la actividad y la sensibilidad al 
pH; no obstante, la mutación de cisteínas que no pertenecen al dominio fosfatasa 
(C109/C110, C123) también produce una reducción significativa de la actividad 
catalítica. Esto puede deberse a que, pese a no estar situadas en el dominio 
catalítico, estas mutaciones provocan cambios estructurales que afectan a la 
afinidad de la proteína por sus sustratos. Este tipo de cambios podrían explicar 
también por qué la mutación de la cisteína 123, situada en la zona de conexión 
entre ambos dominios, resulta en una forma mutante más resistente a las 
condiciones oxidantes. El hecho de que todos estos mutantes presentaran 
alteraciones de uno u otro tipo en los distintos ensayos fosfatasa realizados nos 
impedía determinar la participación de otras cisteínas en uniones inter- o 
intramoleculares, ya que la mutación de una de ellas podría estar afectando a la 
correcta unión entre las demás. Por este motivo no se puede descartar que 
alguna de ellas juegue también un papel en la dimerización, aunque el hecho de 
que la mutación de la cisteína C329 dé lugar a una forma exclusivamente 
monomérica, tanto al expresarla en bacterias como en células de mamífero, 
sugiere que este aminoácido puede participar de forma crítica en la dimerización. 
En todos estos ensayos el mutante C329S muestra un comportamiento muy 
similar al del tipo silvestre, evidenciando que la mutación realizada, pese a estar 
alterando la capacidad de dimerización de la proteína, no parece conllevar 
cambios estructurales que afecten a la función de sus dos dominios. Por ello 
decidimos centrar el resto de ensayos en este mutante, buscando definir a través 
de él si la dimerización es necesaria para alguna de las funciones de laforina. 
A pesar de que las funciones intrínsecas de laforina están definidas por los dos 
dominios estudiados en los experimentos anteriores, el hecho de que la mutación 
tanto de laforina como de malina produzca la misma sintomatología en la 
enfermedad de Lafora sugiere que el principal rol de laforina a nivel fisiológico 
está basado en la formación de un complejo funcional con malina [33,35]. Por 
esta razón nuestros siguientes ensayos se enfocaron en evaluar la capacidad del 
mutante de laforina C329S de interaccionar con malina. A este respecto vimos, 
tanto en levadura como en células de mamífero, que este mutante es capaz de 
interaccionar con malina con la misma intensidad que el tipo silvestre. Sin 
embargo, el hecho que haya una interacción física no tiene por qué implicar que 




probable que se generen nuevas superficies de interacción no presentes en la 
forma monomérica, así como que se oculten otras superficies antes expuestas. No 
obstante, la ausencia de dimerización no afecta a la capacidad del complejo 
laforina-malina de ubicuitinar a la propia laforina ni a R5/PTG, un sustrato 
conocido del complejo laforina-malina [34,149]. Este resultado sugiere que las 
posibles regiones diana de ubicuitinación de laforina están igualmente expuestas 
tanto en monómeros como en dímeros, y que la ausencia de dimerización no está 
afectando al reconocimiento de otros sustratos por parte del complejo laforina-
malina.  
El conjunto de estos resultados es relevante por dos motivos: en primer lugar, 
demuestra que la dimerización, en la cual juega un papel fundamental la cisteína 
329, no es necesaria para ninguna de las funciones conocidas de laforina. En 
segundo lugar, abría las puertas al estudio de otra característica de laforina 
todavía desconocida en ese momento: su estructura tridimensional. Laforina 
había sido durante años una proteína difícil de cristalizar, en buena parte debido 
a su tendencia a formar dímeros y multímeros. El mutante de laforina C329S, que 
mantiene todas las características del tipo silvestre intactas pero que se purifica 
como una sola forma homogéneamente monomérica, era un buen candidato a la 
hora de intentar resolver la estructura de laforina. Por ello, iniciamos ensayos de 
purificación y cristalización para intentar resolver la estructura de laforina 
empleando el mutante C329S, pero otro grupo se adelantó en la resolución de la 
estructura [16]. Según la publicación de Raththagala y colaboradores (Figura 35), 
laforina cristaliza en forma dimérica.  
Como se muestra en la estructura cristalizada de laforina, la dimerización se 
produce a través de una superficie amplia, compuesta exclusivamente por el 
dominio DSP. Aunque el final de la secuencia de laforina no estaba incluido en la 
estructura obtenida, y por tanto no se muestra la posición exacta ocupada por la 
cisteína 329, los últimos residuos presentes (320-325) sí que forman parte de la 
región de interacción, lo cual nos permite suponer que la cisteína 329 también 
formaría parte de esta región. Otro dato de interés es que la cisteína 250, cuyo 
mutante había presentado la menor actividad fosfatasa y una mayor sensibilidad 
a la variación de pH, también forma parte de esta superficie de dimerización. De 
hecho, al estudiar la mutación de dos residuos próximos a las cisteínas 250 y 329 
y que forman parte de la región de dimerización, L251A y F321S, los autores 
vieron que se afecta significativamente la estabilidad estructural de la proteína, 
disminuyendo su actividad fosfatasa sobre el glucógeno. Además, el mutante 
F321S afecta a la dimerización de laforina, como sucede con nuestra mutación de 
la cisteína 329, resaltando la importancia de esta región para la dimerización. 




importancia de la región de interacción entre los dos dominios de laforina, donde 
se encuentra la cisteína 123. Según sus resultados, la disposición de esta zona es 
crucial para la función de laforina, ya que mutaciones en estos aminoácidos 
pueden afectar a la actividad fosfatasa sin alterar la unión a carbohidratos, igual 
que sucedía en nuestros ensayos con la mutación de la cisteína 123, que producía 
una disminución significativa de la actividad fosfatasa y afectaba a la sensibilidad 
frente a condiciones oxidantes, pero seguía uniendo carbohidratos. 
Tomados en conjunto, nuestros ensayos con la forma mutante C329S 
muestran que una forma monomérica de laforina mantiene todas sus funciones 
intrínsecas, así como la capacidad de formar un complejo funcional con malina. 
Sin embargo, los resultados obtenidos por Raththagala y colaboradores en [16] 
muestran que laforina forma un dímero estable en disolución y que no fluctúa 
entre distintos estados de oligomerización. Así, la dimerización de laforina debe 
estar aportando nuevas funcionalidades todavía no identificadas, tal vez 
permitiendo un mejor anclaje a las múltiples cadenas de glucosa que componen 
el glucógeno, o facilitando el reclutamiento de sustratos para su ubicuitinación 




Figura 35: Estructura tridimensional de laforina humana. Se representan en verde y morado 
las dos moléculas antiparalelas que forman el dímero de laforina. Cada monómero está 
compuesto por un dominio CBM y un dominio DSP, dando lugar a una estructura tetramodular 
CBM1-DSP1-DSP2-CBM2. Se destacan en naranja las cisteínas de los dos monómeros. Estructura 




2. Búsqueda de moduladores de la ubicuitinación mediada por el 
complejo laforina-malina 
El siguiente aspecto que quisimos estudiar respecto al complejo laforina-
malina fue la identidad de la enzima E2 conjugadora de ubicuitina responsable de 
la presentación de moléculas de ubicuitina. Como se ha descrito anteriormente, 
malina es una E3 ubicuitina ligasa de tipo RING, por lo que el tipo de cadenas que 
incorpora a sus sustratos, y en consecuencia la función de esta ubicuitinación, 
viene determinada en gran medida por la enzima E2 con la que interactúa. 
Resultados previos de nuestro laboratorio indicaban que laforina y malina 
incorporan cadenas de ubicuitina unidas por K63 en sus sustratos [32,150,173], 
lo cual hizo que de las más de 38 E2 presentes en humanos centráramos nuestro 
estudio en UBE2N, la única E2 conocida que incorpora específicamente este tipo 
de cadenas [50,188]. Esta enzima, además, es utilizada por otras E3 ubicuitina 
ligasas que participan en la regulación de la autofagia [176,189], proceso que 
está alterado en la enfermedad de Lafora [154,155]. El uso de dos abordajes 
complementarios demostró que UBE2N es necesaria para la correcta 
ubicuitinación de los sustratos del complejo laforina-malina, ya que su ausencia, 
bien por la sobreexpresión de un mutante catalíticamente inactivo, bien por 
silenciamiento génico, disminuye la ubicuitinación llevada a cabo por el complejo 
laforina-malina. El uso de un mutante en la cisteína catalítica, cuya 
sobreexpresión tiene un efecto dominante negativo, ya ha sido empleado en la 
bibliografía para estudiar la interacción de UBE2N con otras E3 [174], así como 
para el estudio de otras enzimas E2 como UBE2D2 [190]. El problema de este 
abordaje es que el efecto del dominante negativo UBE2N C87A puede estar 
afectando a otros componentes de la maquinaria de ubicuitinación celular, por lo 
que estudiamos también la ubicuitinación tras silenciar la expresión endógena de 
UBE2N. En ambos casos, la ausencia de suficientes niveles de UBE2N funcional 
produce una disminución de la actividad del complejo laforina-malina, 
sugiriendo que ésta es la E2 que participa en la ubicuitinación realizada por el 
complejo laforina-malina. 
Uno de los problemas al estudiar las interacciones entre enzimas E2 y E3 es la 
baja afinidad que las caracteriza. Esto es debido a que la enzima E2 emplea la 
misma superficie para interaccionar con las E1 y con las E3, de modo que tiene 
que alternar entre ambas interacciones cada vez que recarga y transfiere una 
molécula de ubicuitina. Es por ello que la interacción debe ser débil, para 
permitir que los ciclos se sucedan con facilidad [46]. Por este motivo, algunas 
técnicas convencionales para estudiar interacciones, como el doble híbrido o la 




En nuestro caso, la interacción entre el complejo laforina-malina y UBE2N sólo se 
observó al utilizar el GFP-trap, un ensayo de inmunoprecipitación basado en 
anticuerpos anti-GFP producidos en alpaca que presentan una mayor afinidad de 
unión que los anticuerpos convencionales. Esta aproximación ya había sido 
empleada con anterioridad para detectar este tipo de interacciones transitorias 
[191]. Con esta técnica observamos que el complejo laforina-malina interacciona 
físicamente tanto con la forma silvestre de UBE2N como con el mutante 
dominante negativo C87A. Nuestros resultados sugieren que la interacción se da 
principalmente entre UBE2N y malina, y que la interacción es más débil al usar la 
forma mutante. Esto parece sugerir que cuando UBE2N está cargada con 
ubicuitina, la interacción con malina es más fuerte, lo cual ya se ha definido para 
otras parejas de E2-E3 [50]. 
A pesar de que nuestros resultados muestran claramente la participación de 
UBE2N en la ubicuitinación realizada por el complejo laforina-malina, no 
podemos descartar la posibilidad de que el complejo emplee también a otras 
enzimas E2. El uso de distintas E2 por parte de laforina y malina podría 
permitirles introducir otros tipos de cadenas de ubicuitina, mientras que UBE2N 
es específica de las cadenas en K63. Sin embargo, el hecho de que todos los 
sustratos identificados hasta la fecha para el complejo laforina-malina tengan 
este tipo de modificación parece desestimar esta posibilidad [32,150,173], 
aunque permitiría explicar la degradación proteasomal asociada a algunos de sus 
sustratos [33], un destino más asociado con cadenas en K48 o K11 que en K63. 
Otro factor a tener en cuenta es que, en muchos casos, las E2 con especificidad 
por un tipo de cadena, como UBE2N, son capaces de extender las cadenas pero no 
de introducir la primera ubicuitina en el sustrato. Normalmente, la iniciación se 
lleva a cabo por E2 que carecen de especificidad por un tipo de topología, como 
las de la familia UBE2D, lo cual les permite iniciar la cadena para múltiples E3 
distintas. En el caso de TRAF6, la E3 con la que hemos definido varios 
paralelismos en este trabajo, se ha observado por doble híbrido que interacciona 
con miembros de la familia UBE2D, quienes probablemente inicien las cadenas 
que luego se extenderán empleando a UBE2N [46,192]. 
La ubicuitinación en K63, introducida en los sustratos del complejo laforina-
malina a través de su interacción con UBE2N, ya se había relacionado 
previamente con el proceso de degradación por autofagia [48,193]. Cuando la 
autofagia se realiza de forma selectiva, los componentes a degradar, previamente 
ubicuitinados, son reconocidos por una serie de adaptadores específicos que por 
un lado se unen a sus cadenas de ubicuitina y por otro a las porciones de 
membrana a partir de las cuales se formarán los autofagosomas. De este modo, 




[128]. Diversos grupos ya habían demostrado una relación entre la enfermedad 
de Lafora y el proceso de autofagia [154,155]. En este trabajo, tanto por GFP-trap 
como por microscopía confocal de fluorescencia, comprobamos que el complejo 
laforina-malina interacciona con p62 (SQSTM1), el primer adaptador de la 
autofagia selectiva que se identificó [125]. Esta interacción no depende del 
estado de ubicuitinación del complejo, ya que incluso tras la sobreexpresión del 
mutante catalíticamente inactivo UBE2N C87A se observa la interacción entre 
p62 y el complejo laforina-malina. Además, esta interacción tiene ciertas 
consecuencias a nivel funcional. En primer lugar, la interacción con p62 aumenta 
la actividad del complejo laforina-malina, incrementando la ubicuitinación de sus 
sustratos. Un fenómeno similar ha sido descrito para el caso de TRAF6, en el que 
la interacción con p62 estimula su capacidad de ubicuitinación, haciendo que 
oligomerice y pueda realizar su función [177]. En segundo lugar, esta interacción 
hace de p62 un sustrato del complejo laforina-malina, promoviendo su 
ubicuitinación en K63 a través de UBE2N. Dado que p62 tiene afinidad por la 
unión de cadenas de ubicuitina en K63 [194], su ubicuitinación por laforina y 
malina podría suponer un bucle positivo, en el que la modificación de p62 
atraería a más moléculas, produciendo su oligomerización, lo cual induciría la 
autofagia [195,196]. Por último, vimos que el complejo laforina-malina y p62 
forman unas estructuras multiméricas que colocalizan con LC3, un componente 
de la membrana del autofagosoma que es reconocido por p62 durante el proceso 
de autofagia [125,179]. 
Estos resultados muestran por primera vez una relación directa entre la 
ubicuitinación mediada por el complejo laforina-malina y la maquinaria 
autofágica, sugiriendo que la ausencia de laforina o malina podrían estar 
afectando a la autofagia de dos maneras: no sólo porque no se degraden los 
sustratos ubicuitinados por el complejo, sino porque en su ausencia podría haber 
una menor actividad de p62, lo cual afectaría al reconocimiento del material a 
degradar. Para seguir explorando la relación entre la autofagia y la enfermedad 
de Lafora, decidimos buscar más proteínas implicadas en autofagia que fueran 






3. Implicación del complejo laforina-malina en la regulación de 
la autofagia 
La autofagia es un proceso con una regulación compleja, en el que estímulos 
provenientes de vías muy diversas convergen en una serie de mecanismos 
comunes para inducir la degradación de los componentes necesarios. Una de las 
formas de autofagia mejor estudiadas es la que se produce en respuesta a ayuno. 
En ella, uno de los primeros pasos en la señalización es la activación de AMPK, un 
sensor de los niveles energéticos. AMPK activa mediante fosforilación a otra 
quinasa, ULK1, que a su vez activa, tanto directamente como a través de AMBRA1 
y TRAF6, a beclina1. Beclina1, junto con Vps15 y Vps34, forma un complejo 
central que regula distintos pasos de la autofagia, desde la nucleación y el 
ensamblaje del fagóforo inicial, a través de su interacción con Atg14L, hasta la 
maduración del autofagosoma gracias a su interacción con UVRAG. Cuando la 
autofagia no es necesaria, ULK1 y AMBRA1 son inhibidas por mTOR, mientras 
que beclina1 se inhibe por su unión a Bcl-2 [89]. 
Cuando estudiamos la posible relación entre el complejo laforina-malina y 
algunas de estas proteínas, encontramos una interacción con el núcleo central 
formado por beclina1, Vps15 y Vps34, promoviéndose la ubicuitinación de sus 
componentes. En el caso de la ubicuitinación de beclina1, ésta tenía lugar por 
cadenas en K63, y suponía una nueva similitud con TRAF6, pues además de 
interaccionar con UBE2N y p62 [176,177], TRAF6 ubicuitina a beclina1 en K63, 
induciendo la autofagia [119]. También observamos que TRAF6 era capaz de 
interaccionar con laforina y ubicuitinarla, aunque TRAF6 no era ubicuitinada por 
malina. La interacción entre TRAF6 y el complejo laforina-malina disminuía tras 
la sobreexpresión de beclina1, lo cual puede sugerir que cada una emplea las 
mismas superficies para interaccionar con las otras dos, reforzando la idea de un 
mecanismo similar de actuación entre TRAF6 y el complejo laforina-malina. Dada 
la gran cantidad de procesos que están alterados en la enfermedad de Lafora, 
estudiar la participación de laforina y malina en aquéllos en los que interviene 
TRAF6 podría ayudarnos a comprender mejor la función de ambas proteínas, así 
como descubrir nuevos procesos alterados en la patología.  
Tomando estos resultados como punto de partida, decidimos estudiar si el 
complejo laforina-malina actuaba sobre componentes de la maquinaria de 
autofagia previos o posteriores a la formación del complejo de beclina1. No 
detectamos una interacción física ni funcional con ULK1 o AMBRA1, proteínas 
que regulan la autofagia en etapas anteriores a la intervención de beclina1. Sin 
embargo, en los pasos del proceso posteriores a la activación de beclina1 
encontramos que Atg14L y UVRAG son sustratos ubicuitinables por el complejo, 




a otros sustratos del complejo laforina-malina. Curiosamente, ninguna de las 
proteínas estudiadas en este apartado, con excepción de TRAF6 y el complejo 
central de beclina1, muestra una interacción física directa con laforina y malina. 
Durante su participación en la autofagia, beclina1 forma un núcleo principal 
alrededor del cual van interaccionando distintas proteínas que intervienen en 
diferentes etapas del proceso [181]. La ausencia de una interacción detectable 
entre el complejo laforina-malina y el resto de moduladores estudiados puede 
ser debida a que dicha interacción esté mediada a través de beclina1. Esto podría 
explicar también el que una sobreexpresión de beclina1 resulte en una 
disminución en la ubicuitinación de Atg14L, UVRAG y laforina. El hecho de que la 
interacción del complejo laforina-malina con beclina1 le permita el acceso a una 
nueva gama de sustratos puede dar lugar a que el nivel de ubicuitinación de cada 
uno de ellos disminuya por competición entre éstos, sin que ello implique una 
disminución de la actividad del complejo laforina-malina. El descubrimiento de 
que la sobreexpresión de Bcl-2, que inhibe la autofagia al interaccionar con 
beclina1 [182], inhibe la ubicuitinación mediada por el complejo laforina-malina, 
refuerza la idea de que estas proteínas pueden estar actuando a nivel fisiológico 
en la maquinaria de autofagia, y por tanto deben estar reguladas del mismo modo 
que el resto del proceso. Otra explicación que combinaría la pérdida de 
ubicuitinación por sobreexpresión tanto de beclina1 como de Bcl-2 se basa en los 
cambios en el estado de oligomerización de beclina1 [197]. En condiciones de 
inhibición de la autofagia, beclina1 forma un homodímero que la mantiene 
inactiva, mientras que en condiciones de inducción de la autofagia puede formar 
heterodímeros con Atg14L o con UVRAG, lo que a su vez le permite interaccionar 
con Vps15 y Vps34. Aunque la homodimerización de beclina1 es más débil que la 
formación de ambos heterodímeros, ésta puede ser estabilizada por su unión a 
miembros de la familia de Bcl-2. Podríamos suponer que aumentar la proporción 
de beclina1 en la célula respecto a Atg14L y UVRAG, o sobreexpresar Bcl-2, 
podría fomentar la formación de homodímeros de beclina1, los cuales no 
interaccionan ni con estas proteínas ni con Vps15 o Vps34. Por tanto, en estas 
condiciones tendríamos una menor ubicuitinación de los distintos sustratos 
estudiados. En cuanto a la disminución de la ubicuitinación de laforina en estas 
condiciones, es posible que la unión del complejo laforina-malina al homodímero 
de beclina1 produzca una conformación que dificulte la descarga de ubicuitinas 
sobre el sustrato, o incluso la unión a la E2. 
La idea de que el complejo laforina-malina está modulado por reguladores de 
la autofagia podría apoyarse en la relación ya descrita con AMPK. Según 
resultados previos de nuestro laboratorio, AMPK fosforila a laforina en la serina 
25, estimulando la formación del complejo con malina [168]. Esta activación del 




través de la cual AMPK induce la activación de beclina1, como sugieren las 
nuevas interacciones y sustratos de laforina y malina que hemos identificado en 
este trabajo. Por otro lado, el complejo laforina-malina promueve la 
ubicuitinación de varias subunidades de AMPK, estabilizándola [173]. Esta 
regulación en ambos sentidos entre el complejo laforina-malina y AMPK podría 
ser una forma en que ambos reguladores de la autofagia se activan mutuamente 
durante la inducción del proceso. 
Recapitulando los resultados discutidos hasta este punto en la Figura 36, la 
dimerización puede ser la forma en que laforina, igual que otras proteínas 
implicadas en autofagia como ULK1 y p62 [113,198], oligomerice para mejorar 
su participación en el proceso y facilitar el reclutamiento de componentes. Esto 
podría compensar el hecho de que malina, a diferencia de otras E3 [59,61,199], 
no oligomeriza [32]. Si esta oligomerización del complejo laforina-malina a través 
de la dimerización de laforina resulta clave para su función, cabría suponer que 
en una situación de estrés en el retículo endoplásmico o de alteración 
mitocondrial (ambos procesos alterados en la enfermedad y que requieren de 
una eficiente respuesta autofágica), se produciría una situación de estrés 
oxidativo que promovería la oligomerización de laforina, promoviendo por tanto 
la activación de la autofagia. Por otro lado, en estas regiones en que se está 
induciendo la autofagia también se estará reclutando UBE2N, tanto a través del 
complejo laforina-malina como de otras E3 encargadas de introducir 
ubicuitinación en K63, como TRAF6. 
La inducción de la autofagia es una cascada secuencial que requiere la acción 
sucesiva de distintos reguladores. Tras su activación por AMPK, el complejo 
laforina-malina intervendría, no en las etapas iniciales reguladas por ULK1 y 
AMBRA1, sino en la activación de beclina1. Adicionalmente, podría actuar sobre 
otros reguladores de la formación y la maduración del autofagosoma a través de 
su interacción con el complejo beclina1-Vps15-Vps34, ubicuitinándolos. A su vez, 
el complejo laforina-malina estaría implicado en el reclutamiento de sustratos a 
degradar por autofagia, bien a través de su ubicuitinación directa, bien a través 
de la unión y ubicuitinación de p62. La ubicuitinación de p62 da lugar a su 
oligomerización, lo cual permite estabilizar su unión a las cadenas de ubicuitina y 
a las membranas del autofagosoma [198]. En condiciones de inhibición de la 
autofagia, Bcl-2 uniría a beclina1 para impedir su acción proautofágica, 
inhibiendo también la ubicuitinación mediada por el complejo laforina-malina. 
De este modo, la ausencia o el mal funcionamiento tanto de laforina como de 
malina impediría su participación en todos estos eventos, produciendo como 































Figura 36: El mecanismo de ubicuitinación mediado por el complejo laforina-malina y su 
relación con el proceso de autofagia. (A) Papel de UBE2N y p62 en la ubicuitinación mediada 
por el complejo laforina-malina. UBE2N promueve la incorporación de cadenas de ubicuitina en 
K63 en los sustratos, las cuales son reconocidas por p62. Como adaptador de la autofagia 
selectiva, los sustratos reconocidos por p62 se degradarán por autofagia, a través de la 
interacción de p62 con LC3. Ub: ubicuitina; UBA: dominio de unión a ubicuitina; LIR: región de 
interacción con LC3. Figura adaptada de [200]. (B) Influencia del complejo laforina-malina en la 
regulación de la autofagia. En la cascada de inducción de la autofagia, laforina y malina 
interaccionan con el complejo central de beclina1. A través de esta interacción, el complejo 




4. Estudio de la participación de laforina y malina en la mitofagia 
dependiente de parkina 
El descubrimiento de estas nuevas relaciones entre el complejo laforina-
malina y la autofagia nos llevó a estudiar si los defectos en morfología 
mitocondrial observados en fibroblastos de pacientes de la enfermedad de Lafora 
[159] podían deberse a una incorrecta degradación de éstas a través de la 
autofagia; es decir, si la mitofagia estaba alterada en la enfermedad. 
La mitocondria es un orgánulo cuyo mantenimiento debe ser regulado con 
precisión, no sólo por ser la principal fuente energética celular, sino que, al ser 
también la principal fuente de especies reactivas de oxígeno, puede conducir a la 
muerte celular si no sigue un estricto control de calidad. La degradación 
mitocondrial por autofagia permite el aislamiento y eliminación de las regiones 
dañadas, manteniendo intacto el resto, que puede regenerarse y seguir 
abasteciendo de energía a la célula [201,202]. Uno de los eventos más 
destacables durante la mitofagia es la translocación de parkina a la mitocondria.  
Estudiamos, en primer lugar, si la translocación de parkina a mitocondria tras 
daño mitocondrial estaba alterada en fibroblastos de pacientes de la enfermedad, 
pero vimos que tanto en pacientes con mutaciones en el gen de laforina como en 
el de malina, la translocación de parkina procedía del mismo modo que en 
fibroblastos de individuos sanos. Tampoco se observaron alteraciones en la 
translocación de parkina tras silenciar laforina en células SH-SY5Y, ni tras la 
sobreexpresión de laforina y malina conjuntamente. De hecho, en nuestras 
condiciones experimentales laforina y malina no se translocan a la mitocondria ni 
en condiciones normales ni tras el daño mitocondrial, y no parecen colocalizar 
con parkina, a pesar de lo indicado en una reciente publicación [203]. 
El hecho de que no se observen alteraciones en el reclutamiento de parkina no 
implica que la mitofagia no presente alteraciones en la enfermedad de Lafora. 
Otros eventos posteriores a la llegada de parkina a la mitocondria, como el 
reclutamiento de optineurina, VCP o p62, que median otras etapas en la 
degradación mitocondrial [140,142,143], deben ser estudiados para poder 
identificar una afectación de la maquinaria específica de la mitofagia. Asimismo, 
hay otras rutas independientes de parkina capaces de inducir la mitofagia, como 
la regulada por Bcl2-L-13 [204], que también deberían ser objeto de estudio. No 
obstante, también es factible que las alteraciones en la función mitocondrial 
observadas en la enfermedad de Lafora no sean debidas a un fallo en la 
señalización de la mitocondria para ser degradada. Existe la posibilidad de que 
los defectos en la maquinaria general de la autofagia, probablemente debidos a 




conlleven que las distintas formas específicas de autofagia no funcionen 
correctamente, entre ellas la mitofagia. 
En conjunto, en el presente trabajo hemos estudiado qué relevancia puede 
tener la dimerización de laforina en su función, así como hemos descubierto la 
enzima E2 que interactúa con el complejo laforina-malina, permitiéndonos 
comprender mejor el mecanismo por el cual este complejo ubicuitina a sus 
sustratos. Hemos definido también nuevos sustratos del complejo laforina-
malina, mostrando por primera vez una conexión entre la ubicuitinación 
mediada por el complejo laforina-malina y la maquinaria de regulación de la 
autofagia. Además, hemos iniciado el estudio de la posible alteración en la 
mitofagia en la enfermedad de Lafora. Esto refuerza la idea de que una 
intervención farmacológica que promueva la activación de la autofagia y evite los 
procesos de acumulación de agregados celulares puede ser una buena diana 
terapéutica a la hora de tratar los síntomas de la enfermedad de Lafora. 
Resultados obtenidos en nuestro laboratorio corroboran que este tipo de 
tratamiento tiene un efecto beneficioso en ratones que simulan la enfermedad 
[205]. El esclarecimiento de cómo laforina y malina realizan su función, y de los 
procesos en que participan, es un paso fundamental a la hora de identificar las 
dianas terapéuticas adecuadas para el tratamiento de la enfermedad. En este 
sentido, el estudio realizado en este trabajo acerca de cómo laforina y malina 
regulan la autofagia puede ser un primer paso para encontrar fármacos más 























Las conclusiones derivadas del trabajo presentado en esta tesis doctoral son 
las siguientes: 
 
1. De las nueve cisteínas presentes en laforina, sólo la 329 es fundamental para 
el proceso de dimerización.  
2. La mutación de la cisteína 329 a serina da lugar a una forma de laforina que 
no dimeriza, pero que mantiene una unión a carbohidratos, actividad fosfatasa, 
interacción con malina y formación de un complejo funcional con ella 
equivalentes a las de la laforina silvestre. 
3. El complejo laforina-malina emplea a la E2 conjugadora de ubicuitina 
UBE2N para la ubicuitinación de sus sustratos con cadenas unidas en K63. 
4. El adaptador de la autofagia selectiva p62 interacciona con el complejo 
laforina-malina, estimulando su capacidad de ubicuitinación de sustratos. Como 
resultado de esta interacción, p62 también es ubicuitinado por el complejo. 
5. p62, laforina y malina colocalizan en puntos de la célula donde se está 
produciendo la autofagia y a los que también se recluta la proteína anclada al 
autofagosoma LC3. 
6. En la cascada de regulación de la autofagia, el complejo laforina-malina 
interacciona con el núcleo central beclina1-Vps34-Vps15, promoviendo la 
ubicuitinación de sus componentes. 
7. El complejo laforina-malina, aunque no interacciona físicamente, es capaz 
de inducir la ubicuitinación de Atg14L y UVRAG.  
8. No se observa interacción física ni funcional con reguladores previos a la 
activación de beclina1, como ULK1 y AMBRA1. 
9. La sobreexpresión del inhibidor de la autofagia Bcl-2 disminuye la 
capacidad de ubicuitinación del complejo laforina-malina. 
10. TRAF6 es capaz de interaccionar y ubicuitinar a laforina, pero no es 
ubicuitinado por malina. 
11. El complejo laforina-malina no se recluta a la mitocondria, ni en 
condiciones normales ni tras producirse un daño mitocondrial que desencadena 
la mitofagia. 
12. La migración de parkina a la mitocondria para inducir la mitofagia no se ve 
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